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Abstract 
Introduction: Overweight and obesity are caused by high intake of energy in combination 
with low physical activity. A large proportion of the Norwegian population has a lifestyle 
with high energy intake and low physical activity. Extra consumed energy (such as fatty acid) 
is converted to triacylglycerols (TAG) and stored in lipid droplets (LDs) in the adipose cells 
that are the primary energy store. Sustained obesity reduces the adipose tissue’s ability to 
store TG and the body compensates by storing LDs in other organs and tissues (liver, muscle, 
heart, pancreas and vascular system). The storage in other organs and tissues is strongly 
associated with increased risk of developing metabolic syndrome, type 2 diabetes (T2D) and 
cardiovascular diseases. These diseases are becoming more common among the population. 
Lipid droplets are cytoplasmic organelles that are found in most cell types. LDs consists of a 
hydrophobic core of neutral lipids (mainly TAG) surrounded by a monolayer of 
phospholipids where a variety of proteins bind. Perilipins are a group of proteins of five 
genes (1-5) which bind to the surface of LDs. Binding to the surface prevents degradation of 
the neutral lipids stored in the core. It has been shown that Plin2 is highly expressed in 
skeletal muscle. Plin2 is suggested to play a role in energy metabolism, but the mechanism is 
not yet fully known. In an ongoing study, it has been shown that muscle cells lacking Plin2 
(Plin2
-/-
) had lower glucose oxidation but more fatty acids oxidation. Plin2
-/- 
mytubes 
accumulate fewer LDs which suggests that the muscle cells are less insulin sensitive 
compared to muscle cells that have presence of Plin2 (Plin2
+/+
). Studies suggests that 
increased expression of Plin2 in skeletal muscle is associated with insulin sensitivity by 
limiting the interaction of lipases (HSL, Atgl) with TGs within LDs and inhibiting lipolysis 
process.  
 
Methods: Myoblast cultures established from Plin2
+/+ 
and Plin2
-/-
 mice, were grown and 
differentiated to multinuclear myotubes for 4 days before performing experiments on them. 
Myotubes were incubated with different concentrations of oleic acid (OA) for 24 hours in 
presence of vehicle (DMSO 0,1 %) or an inhibitor of adipose tissue triglyceride lipase 
(Atglistatin, 10 µM i DMSO). Quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) 
was used to examine mRNA expression of Plin2 and a few other genes in the absence of 
Plin2 (Plin2
-/-
). Storage of LDs in Plin2
+/+
 and Plin2
-/-
 myotubes was examined by 
microscopy and photography. Quantification of triglycerides and proteins were measured in 
cells after 24 hours of stimulation. To investigate the effect of the inhibitor of Atgl on storage 
  VII 
of LDs, myotubes were also treated with Atglistatin. The treatment was done on the same day 
as myotubes were pretreated with OA. A technique for the isolation of LDs in Plin2
+/+ 
cells 
were established, and used for isolation of LDs from Plin2
+/+
 and Plin2
-/-
 cells to investigate 
whether the addition of Atglistatin could cause that Plin2
-/-
 cells accumulated enough LDs 
that could be isolated.  
 
Results: It was found a lack of proliferation and differentiation of Plin2 cells in petri dish 
with glass bottom compared to 12-wells tray with plastic bottom. It was observed significant 
lower triglyceride (TG) accumulation in Plin2
-/-
 myotubes compared to Plin2
+/+
 myotubes, 
using TG and protein quantification, and microscopy by staining LDs with Bodipy dye after 
24 hours of pretreatment with OA. Treatment with inhibitor of Atgl resulted in significant 
higher accumulation of TG in myotubes in both donor types. It was observed lower 
accumulation of TG in Plin2
- / -
 cells pretreated with 400 µM OA compared with 100 µM 
added Atglistatin. This was observed both during microscopy and quantification of TG. For 
the establishment of the technique for the isolation of LDs, it was observed that nitrogen 
cavitation for lysing cells, along with a brief low speed centrifugation and ultracentrifugation 
with a discontinuous density gradient of sucrose was an effective technique. It was observed 
that the addition of Atglistatin led to higher accumulation of LDs in Plin2
- / - 
cells that could 
be isolated. However, it was observed that isolated LDs from Plin2
- / -
 cells were fewer 
compared with Plin2
+ / +
 cells with and without Atglistatin. Gene expression studies showed 
reduced mRNA expression of Plin2 exon 7-8, Plin3 in Plin2
- / -
 myotubes compared to Plin2
+ / 
+ 
myotubes, while mRNA expression of Plin4 was increased in Plin2
- / -
 myotubes compared 
to Plin2
+ / +
 myotubes. 
 
Discussion/conclusion: Lack of Plin2 protein in myotubes leads to reduced storage of FFA as 
TG in LDs. The addition of Atglistatin leads to higher storage of TG in LDs in both donor 
types, especially Plin2
- / -
 myotubes. Nitrogen cavitation is an effective technique for lysing 
cells, short low speed centrifugation and density gradient ultracentrifugation with sucrose is 
an effective technique for the purification of LDs. Addition of Atglistatin in Plin2
- / -
 cells 
leads to higher accumulation of LDs that can be isolated for further analyses. 
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Sammendrag 
Innledning: Overvekt skyldtes høyt inntak av energi i kombinasjon med lite fysisk aktivitet 
og er ofte forekommende i den norske befolkningen. Ekstra energi (for eksempel fettsyre) 
tilført kroppen blir omdannet til triglyserider (TG) og lagret i lipiddråper (LDer) i fettvevet 
som utgjør det primære energilaget. Vedvarende overvekt nedsetter fettvevets evne til å lagre 
TG og kroppen kompenserer med å lagre LDer i andre av kroppens organer og vev (lever, 
muskel, hjerte, bukspyttkjertel og karsystemet). Denne lagringen i andre organer og vev er 
sterkt assosiert med forhøyet risiko for utvikling av metabolsk syndrom, type 2 diabetes 
(T2D) og hjertekarsykdom. Disse sykdommene blir stadig mer vanlig i befolkningen. LD er 
organeller som befinner seg i cytoplasma i celler. De består av en hydrofob kjerne av nøytrale 
lipider (hovedsakelig TG) som er omkranset av et enkelt lag med fosfolipider hvor en rekke 
ulike proteiner bindes. Perilipiner (Plin) er en familie av proteiner kodet av fem Plin gener (1-
5) som binder seg til overflaten av LDer hvor binding til overflaten hindrer degradering av de 
nøytrale lipidene lagret i kjernen. Plin2 er høyt uttrykt i skjelettmuskel og spiller en rolle i 
energiomsetningen, men mekanismen er ikke enda helt klarlagt. I en pågående studie i 
forskningsgruppen er det blitt vist at muskelceller som mangler Plin2 (Plin2
-/-
) oksiderer 
mindre glukose men mer fettsyrer, akkumulerer færre LDer noe som tyder på at muskelceller 
er mindre insulinsensitive i forhold til muskelceller som har tilstede Plin2 (Plin2
+/+
). I andre 
studier er det vist at overuttrykk av Plin2 i skjelettmuskel er forbundet med insulinfølsomhet 
ved å begrense interaksjonen av lipaser (HSL, Atgl) med TGer inne i LDer og hemmer da 
lipolyse prosessen. Forskningsgruppen ønsker nå å kartlegge den kjemiske sammensetningen 
av LDer ved isolering av LDer ved hjelp av ultrasentrifugeringen, for dernest å identifisere 
lipidkomponenter med tynnsjiktkromatografi (TLC) eller proteiner på LDer med Western 
analyse.  
 
Metode: Det ble dyrket myoblast kulturer isolert fra Plin2
+/+
 og Plin2
-/-
 mus, som differensiert 
til flerkjernede myotuber over 4 dager før det ble utført forsøk på dem. Myotubene ble 
inkubert med ulike konsentrasjoner av oljesyre (OA) i 24 timer og behandlet med bærer 
(DMSO 0,1 %) eller inhibitor av fettvev triglyserid lipase (Atglistatin, 10 µM i DMSO). 
Kvantitativ sanntids-polymerasekjedereaksjon (qRT-PCR) ble brukt for å undersøke mRNA 
uttrykket av Plin2 og andre gener i fravær av Plin2 (Plin2
-/-
) genet. Lagring av LDer i Plin2
+/+
 
og Plin2
-/- 
myotuber ble undersøkt ved mikroskopering og fotografering, kvantifisering av 
triglyserider og proteiner etter 24 timers forbehandling. For å undersøke effekten av 
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inhibering av Atgl på lagring av LDer ble myotubene også behandlet med Atglistatin. 
Inhibitoren ble tilsatt samme dag som myotubene ble forbehandlet med OA. Det ble 
gjennomført etablering av teknikk for isolering av LDer i Plin2
+/+
 celler. Deretter ble 
isolering av LDer utført i Plin2
+/+
 og Plin2
-/-
 celler for å undersøke om tilsetning av 
Atglistatin førte til at Plin2
-/-
 celler akkumulerte nok LDer til at de kunne isoleres.   
 
Resultater: Det ble funnet at proliferering og differensiering av Plin2 celler ikke skjer når 
cellene ble sådd ut i petriskål med glassbunn sammenlignet med 12-brønners brett med 
plastbunn. Det ble funnet signifikant lavere triglyserid (TG) akkumulering i Plin2
-/-
 myotuber 
sammenlignet med Plin2
+/+
 myotuber, ved hjelp av TG og protein kvantifisering, og 
mikroskopering ved å farge LDer med Bodipy fargestoff etter 24 timers forbehandling med 
OA. Behandling med inhibitor av Atgl resulterte i en signifikant høyere akkumulering av TG 
i myotubene i begge donortyper. Det ble observert lavere akkumulering av TG i Plin2
-/-
 celler 
forbehandlet med 400 µM OA sammenlignet med 100 µM tilsatt Atglistatin. Dette ble 
observert både under mikroskopering og kvantifisering av TG. For etablering av teknikk for 
isolering av LDer ble det funnet at nitrogen kavitasjon for lysering av celler, etterfulgt av en 
kortvarig lavhastighets sentrifugering og ultrasentrifugering med en tetthetsgradient med 
sukrose var en effektiv teknikk for å isolere relativt rene LD fra Plin2 celler. Det ble 
observert at tilsetning av Atglistatin førte til høyere akkumulering av LDer i Plin2
-/-
 celler slik 
at disse kunne isoleres. Antallet isolert LDer fra Plin2
-/-
 celler var færre sammenlignet med 
Plin2
+/+
 celler med og uten lipasehemmeren Atglistatin. Genekspresjonsstudier viste redusert 
uttrykk av endret Plin2 (Plin2
-/-
 mRNA) og Plin3 i Plin2
-/-
 myotuber sammenlignet med 
Plin2
+/+
 myotuber, mens mRNA-uttrykket av Plin4 var høyere i Plin2
-/-
 myotuber 
sammenlignet med Plin2
+/+
 myotuber.  
 
Diskusjon/konklusjon: Mangel på Plin2 proteinet i myotuber fører til redusert lagring av FFA 
som TG i LDer. Tilsetning av Atglistatin fører til høyere lagring av TG i LDer i begge 
donortyper, særlig i Plin2
-/-
 myotuber. Nitrogen kavitasjon er en effektiv teknikk for lysering 
av celler, mens kortvarig lavhastighetssentrifugering og tetthetsgradient ultrasentrifugering 
med sukrose er en effektiv teknikk for opprensning av LDer. Tilsetning av Atglistatin i  
Plin2
-/-
 celler fører til høyere akkumulering av LDer slik at de kunne isoleres.  
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Forkortelser 
ABHD5   α/β hydrolase domen inneholder protein 5 
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ACAT    Acyl-CoA kolesteroltransferase 
ACBP    Acyl-CoA-bindende protein  
ACS    Acyl-CoA syntetase  
Acyl-CoA   Acyl-koenzym A  
ADR    Adrenerge reseptorer ADR 
ADRP    Fettvev differensierings-relatert protein  
AFABP    Adipocytt fettsyrebindede protein  
Akt/PKB   Proteinkinase B  
AMPK    AMP-aktivert protein kinase  
aPKC    Atypisk protein kinase C alfa  
apoB    Apolipoprotein B  
AQP7    Auqaporin-7  
Atgl    Fettvevs triglyserid lipase  
ATP    Adenosintrifosfat  
BCA    Bisinkoninic syre 
bFGF    Basic fibroblast Growth Factor 
BSA    Bovine serum albumin 
cAMP    Syklisk adenosin monofosfat  
CAT    Karnitin translokase  
cDNA    Komplementært deoksyribonukleinsyre 
CGI-58   Komparativ genet identifikasjon-58  
CPT1/CPT2   Karnitin-palmitoyl-transferase 1, 2 
CRP    C-reaktive protein  
DAG    Diacylglyserol 
DDT    Ditiotreitol 
DGAT1/DGAT2  Diacylglyserol acyltransferase 1, 2 
DMEM   Dulbecco’s Modified Eagle medium  
DMSO    Dimetylsulfoksid 
DNA     Deoksyribonukleinsyre 
dNTP    Deoksynukeotid 
  XI 
ER    Endoplasmatiske retikulum  
ERK    Ekstracellulær signal regulert kinase  
FABPc   Fettsyrebindende protein-cytoplasma 
FABPpm   Fettsyrebindende protein-plasmamembran 
FAT/CD36    Fettsyretranslokase/“cluster of differentiation 36” 
FATP1   Fettsyretransport protein 1 
FBS    Føtal bovint serum 
FFA    Frie fettsyrer 
GLUT    Glukosetransportør 4 
Gs    Stimulerende G-protein  
HDL    High density lipoprotein  
HEPES   4-(2-hydroksyletyl)-1-piperazinetansulfonsyre 
HS    Hesteserum 
HSL    Hormonsensitiv lipase  
IDF    International Diabetes Federation 
IL    Interleukin  
IMCL    Intramyocellulær lipider 
IMTAG   Intramyocellulær triacylglyserol  
IMTG    Intramuskulære triglyserid IMTG 
IR    Insulinreseptorer  
IRS    Insulin reseptor substrat 
IκKβ    Inhibitorisk κ kinase-β  
JNK    c-Jun N-terminal kinase  
KCl     Kaliumklorid 
KO    Knockout/utslått 
KMI    Kroppsmasseindeks 
LCFA     Langkjedet fettsyrer  
LCFA acyl-CoA   Langkjedet fettsyre acyl-Coenzym A  
LD     Lipiddråpe 
LDL    Low density lipoprotein  
LSDP5   Lipiddråpe lagrings protein 5  
MAG    Monoacylglyserol 
MgCl2    Magnesiumklorid  
 XII 
MGL    Monoacylglyserol lipase  
mRNA    Messenger ribonukleinsyre 
N2-gass   Nitrogen gass 
NaOH    Natriumhydroksid 
OA    Oljesyre 
P/S    Penicillin/Streptomycin 
p38 MAPK    p38 mitogen aktivert proteinkinase  
PBS    Fosfatbuffret saltvann 
PC    Fosfatidylkolin  
PDE3B    Fosfodiesterase 3B  
PFA    Paraformaldehyd 
PI3K    Fosfatidylinositol 3-kinase  
PKA    Protein kinase A  
PKC    protein kinase C  
Plin    Perilipin 
Plin2
-/- 
   Plin2-Knockout type / Utslått 
Plin2
+/+
    Plin2-Wild type / villtype 
PPAR    Peroksisomproliferatoraktivert reseptorer  
qRT-PCR   Kvantitativ sanntids-polymerasekjedereaksjon 
RIPA    Radiolmmuno Precipitation Assay 
RNA    Ribonukleinsyre 
SE    Sterol estere 
T1D    Type 1 diabetes 
T2D    Type 2 diabetes 
TAG    Triacylglyserol 
TBP    TATA bindende protein  
TG    Triglyserid 
TIP47    Tail-interacting protein på 47 kDa  
TLC    Tynnsjiktkromatografi  
TNF-α    Tumornekrosefaktor-α  
VLDL    Very low density lipoprotein 
VLDL    Very low-density lipoproteiner 
WHO    Verdens helseorganisasjon 
WT    Wild-type/villtype 
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1 Innledning 
 
1.1 Overvekt og Fedme 
Overvekt og fedme defineres som en tilstand med unormal eller høy fettakkumulering. LDer i 
fettvev fører ofte til fettavleiring og økte LDer omkring de indre organer som igjen fører til 
lipotoksisitet og vevsdysfunksjon [1]. Den grunnleggende årsaken til fedme og overvekt er en 
kombinasjon av arv og miljø, sammen med høyt energiinntak og lite fysisk aktivitet [2]. 
Kroppsmasseindeks (KMI) er en indeks av vekt-for-høyde (kg/m
2
) som brukes til å 
klassifisere overvekt og fedme hos voksne. Overvekt defineres som KMI > 25 kg/m
2
, og 
fedme defineres som KMI > 30 kg/m
2 
[1]. Overvekt og fedme er assosiert med økt risiko for 
utvikling av hjerte- og karsykdommer og type 2 diabetes (T2D) [3]. Det er spesielt økt 
livvidde (abdominal fedme) som disponerer for T2D. Det er derfor vanlig å registrere 
livvidde hos personer som får behandling for overvekt og brukes blant annet til å følge 
slankeprosessen. Dersom en trener og erstatter fett med muskler, kan slankingen noen ganger 
vises bedre på midjemål enn på KMI [4].  
 
Abdominal fedme 
I følge «The National Cholesterol Education Program’s Adult Treatment Panel III report» 
(ATP III) regnes fedme (særlig abdominal fedme) som hovedansvarlig for den økende 
forekomsten av metabolsk syndrom, og sammen med andre risikofaktorer er abdominal 
fedme knyttet til kardiovaskulære sykdommer [5]. Visceral fedme er en form for fedme som 
omslutter de indre organer i bukhulen (abdominal). Subkutan fedme er en form for fedme 
hvor fett ligger under huden. I følge Despres [6] er pasienter med abdominal visceral fedme, 
med høy livvidde, representert til å være den undergruppen av pasienter, som har den mest 
alvorlige insulinresistente tilstanden og har større sjanse for utvikling av metabolsk syndrom 
og kardiovaskulære sykdommer enn pasienter med abdominal subkutan fedme [6].  
Dette kan forklares med den anatomiske plasseringen av fettvevet som er delvis drenert av 
portalvenen, som gjør at en stor mengde av FFA frigjøres ved lipolyse etter spalting av 
triglyserider (TG) fra abdominal visceralt fettvev og fraktes til leveren via portalvenen, mens 
FFA fra subkutan fettvev fraktes via det systemiske kretsløp. Denne tilstrømningen av FFA 
mot leveren fremmer økt TG-rike lipoproteiner (VLDL), redusert hepatisk degradering av 
apolipoprotein B og insulin. Dette fører til hyperapolipoprotein B og hyperinsulinemi, som 
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igjen fører til økt hepatisk glukoseproduksjon som utvikles til glukoseintoleranse. I tillegg er 
visceralt fettvevet hyperlipolytisk og resistent mot antilipolytiske effekten av insulin, og har 
svekket evne til forestring av FFA. Akkumulering av det hyperlipolytiske fettvevet fører 
derfor til svekket FFA metabolisme ( 
Figur 1) [6, 7].  
 
Det er også vist at fettvevet er et endokrint organ som produserer protrombotiske og 
inflammatoriske molekyler, kalt for adipokiner som kan bidra til å forverre pasientens risiko 
for diabetes og hjertesykdommer. Visceral fedme pasienter er blitt vist til å ha økt plasma C-
reaktive protein (CRP) i lever som kan være en konsekvens av endrede cytokin nivåer, som 
økt interleukin (IL)-6 og tumornekrosefaktor (TNF-α) fra fettvev. Disse inflammatoriske 
cytokiner sammen med hormoner (leptin) og andre faktorer fremmer kronisk inflammatorisk 
tilstand med nedsatt fibrinolyse, økt trombose og insulinresistens og hjertesykdommer [6, 7]. 
 
 
 
 
 
Figur 1: Mekanisme modell for sammenhengen av visceral fettvev til utvikling av 
koronar aterosklerose ustabil plakk.  
Figuren viser sammenhengen mellom subkutan fettvev og akkumulering av overskudd av visceralt fettvev i 
forhold til utvikling av insulinresistens, dyslipidemi, protrombotisk og proinflammatorisk tilstand, og utvikling 
av hjertesykdommer. Frie fettsyrer (FFA) frigjort fra visceralt fettvev ved lipolyse fra triglyserider (TG), fraktes 
til leveren via portalvenen i stedet for å gå ut i den systemiske sirkulasjonen, slik tilfellet er for FFA fra 
subkutant fettvev. Tilstrømning av FFA til leveren fører til økt mengde very low density lipoprotein (VLDL), 
økt glukoseproduksjon og redusert degradering av apolipoprotein B (apoB) og insulin, noe som fører til 
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stenosedannelse, hyperlipidemi, hyperinsulinemi og glukosetoleranse. Visceralt fettvev produserer 
proinflammatorisk og protrombotisk molekyler, adipokiner som PAI-1, C-reaktive protein (CRP), interleukin 
(IL)-6 og tumornekrosefaktor (TNF-α) som bidrar til å utvikle risikoen for insulinresistens og koronar 
aterosklerose plakk. Figuren er modifisert fra [6].  
 
 
1.2 Metabolsk syndrom 
Metabolsk syndrom er en samling av risikofaktorer assosiert med økt risiko for hjerte- og 
karsykdommer og T2D (Figur 2A) som blir stadig mer vanlig, hovedsakelig som følge av 
økningen i forekomsten av fedme. De sentrale risikofaktorer for metabolsk syndrom er 
vaskulær dysfunksjon (høyt blodtrykk), aterogen dyslipidemi, forhøyet plasma glukose, 
protrombotisk og pro-inflammatorisk tilstand. Hver av disse risikofaktorer har flere 
komponenter (Figur 2B) [8].  I følge «The international diabetes federation» (IDF) var det 
anslått at rundt 20-25 % av verdens voksne befolkning har metabolsk syndrom, risikoen for å 
dø av metabolsk syndrom er doblet, og sannsynligheten for å få hjerteinfarkt eller hjerneslag 
blir 3 ganger høyere [9]. IDF påpeker at patogenesen for metabolsk syndrom ikke er 
fullstendig klargjort og fortsatt er en utfordring, men både sentral (abdominal) fedme og 
insulinresistens er viktige faktorer for utviklingen av metabolsk syndrom (Figur 2C) [5, 9]. 
Ifølge IDF er metabolsk syndrom definert hos en person med sentral fedme, som (livvidde > 
94 cm hos menn og > 80 cm hos kvinner), i tillegg til minst to av følgende faktorer tilstede 
(Tabell 1) [5, 9]; 
 
Tabell 1: IDF definisjon av metabolsk syndrom. Tabellen er hentet fra [9]  
Økt plasma triglyserider > 150 mg/dL (> 1.7 mmol/L) 
Eller spesifikk behandling av lipid unormalitet 
Redusert HDL kolesterol < 40 mg/dL (1.03 mmol/L) hos menn 
< 50 mg/dL (1.29 mmol/L) hos kvinner 
Eller spesifikk behandling av lipid unormalitet 
Økt blodtrykk Systolisk > 130 mm Hg eller diastolisk > 85 mm Hg 
Eller behandling av tidligere diagnostisert hypertensjon 
Økt fastende plasma glukose > 100 mg/dL (5.6 mmol/L)  
Eller tidligere diagnostisert type 2 diabetes.  
Nedsatt glukose toleranse 
 
Andre faktorer som forverrer metabolsk syndrom er fysisk inaktivitet, overvekt/fedme, 
økende alder, hormonelle endringer (endokrine faktorer) og genetiske forstyrrelser, røyking, 
dårlig kosthold og kjønn (menn har høyere risiko) (Figur 2C) [5, 8, 10].  
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Førstelinjebehandling av metabolsk syndrom er vektreduksjon, økt fysisk aktivitet og endret 
kosthold, som reduserer fedme og insulinresistens og brukes for forebygging av hjerte- og 
karsykdommer og T2D [5, 10]. I tillegg kan medikamentell behandling være aktuelt for 
behandling av risikofaktorer for å redusere risikoen for utvikling av hjerte- og karsykdommer 
og T2D [10].  
 
 
 
Figur 2: Egenskapene til metabolsk syndrom.  
(A) Risikoen for kardiovaskulær sykdom er doblet hos personer med metabolsk syndrom, risikoen for utvikling 
av type 2 diabetes (T2D) er økt med omtrent fem ganger. Videre den sistnevnte øker risikoen for kardiovaskulær 
sykdom med tredoblet. (B) De sentrale risikofaktorer for metabolsk syndrom er vaskulær dysfunksjon (forhøyet 
blodtrykk), aterogen dyslipidemi, forhøyet plasma glukose, protrombotisk og pro-inflammatorisk tilstand. Hver 
risikofaktor har flere komponenter. Vaskulær dysfunksjon inkluderer både økt blodtrykk og endotel 
dysfunksjon. Aterogen dyslipidemi består av økninger i serum triglyserider (TG), apolipoprotein B (apoB), low-
density lipoproteiner (LDL), og lavt nivå av high density lipoproteiner (HDL). Forhøyet plasma glukose fra 
diabetes. Protrombotisk tilstand er karakterisert med unormalt flere koagulasjonsfaktorer. Pro-inflammatorisk 
tilstand er resultater fra både inflammatoriske cytokiner og akutt-fase reaktanter. (C) Årsaker til metabolsk 
syndrom er to store underliggende årsaker: fedme (særlig abdominal fedme) og insulinresistens. Andre faktorer 
som forverrer tilstanden er fysisk inaktivitet, endokrin ubalanse og aldring. Bildet er modifisert fra [8]. 
 
  
1.3 Insulinresistens i skjelettmuskulaturen 
Insulin er et viktig hormon for regulering av glukosenivået i blodet. Insulin utskilles i blodet, 
fra bukspyttkjertelen når konsentrasjon av blodsukkeret økes etter et måltid. Insulin 
stimulerer glukoseopptaket i fett og muskel, fremmer lagring av overflødig glukose som 
intracellulære TG og glykogen i fettvev, muskel og i lever, som energi for fremtidig bruk. 
Samtidig insulin hemmer glukose produksjon (glukoneogenese) i leveren og hemmer 
A       C 
B 
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frigjøring av glukose fra leveren (glykogenolyse) [11, 12]. I tillegg regulerer insulin 
fettmetabolismen ved å øke lipidsyntese i lever og i fett, samtidig som den hemmer lipolyse 
[13]. På denne måten vil insulin holde glukosenivået stabilt i blodet hos friske individer [11, 
12]. 
 
Insulin stimulerer glukoseopptaket i skjelettmuskler ved å først binde seg først til 
insulinreseptorer (IR) på muskelcellens overflate, bindingen til reseptoren fører til aktivering 
av tyrosin kinase aktivitet, noe som fører til autofosforylering av insulinreseptoren og 
fosforylering av insulinreseptoren substrater (IRS), blant annet reseptor substrat (IRS) 1 og 2 
som spiller viktige roller i insulinrespons. Dette skjer ved at IRS-1 aktiverer fosfatidylinositol 
3-kinase (PI3K) som igjen aktiverer translokasjon av glukosetransportør (GLUT4) til 
cellemembranen gjennom en mekanisme sannsynligvis formidlet ved fosforylering av 
proteinkinase B (Akt/PKB) og/eller et atypisk proteinkinase C alfa (aPKC). Akt og aPKC 
fremmer translokasjonen av GLUT4 fra muskelcellens intracellulære vesikler til 
cellemembranen, som fører til økt glukoseopptak som brukes til glykogen og proteinsyntese 
og glukose utnyttelse (Figur 3) [14].  
 
Figur 3: GLUT4 translokasjon mediert av insulin.  
Figuren viser insulinbinding til insulinreseptorer på overflaten som aktiverer tyrosin kinase, som fosforylerer 
insulinreseptor substrat 1 (IRS-1) som aktiverer fosfoinositid-3-kinase (PI3K), videre aktiveres translokasjon av 
glukosetransportør (GLUT4) fra intracellulære vesikler til cellemembranen som fører til glukoseopptak.  
Figuren er modifisert fra [15].  
 
 
Insulinresistens er en tilstand der kroppen produserer insulin, men insulinets evne til 
glukoseopptaket fra blodet og perifere vev er redusert [12]. Dette resulterer i økt glukose i 
blodet og andre vev. Insulinresistens er hovedårsak til flere kroniske syndromer som T2D og 
Glukose 
Endoplasmatisk retikulum 
Fosforylering 
Translokasjon 
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metabolsk syndrom som er assosiert med fedme [16]. De molekylære mekanismene som er 
ansvarlig for insulinresistens er ennå ikke helt forstått [16]. Det er sterke sammenhenger 
mellom nedsatt insulinstimulert glukosemetabolisme og økt intramuskulær 
lipidakkumulering. I tillegg til nedsatt fettsyreoksidasjon og mitokondrie dysfunksjon som 
kan føre til redusert glukosemetabolisme, samtidig akkumulering av lipider. [16-18].   
 
Insulinresistens i skjelettmuskler er karakterisert ved nedsatt glukoseopptak forårsaket av 
redusert insulinreseptorsignalering. Det er vist nedsatt IRS-1 tyrosinfosforylering og redusert 
PI3K aktivitet hos individer med fedme og pasienter med T2D sammenlignet med friske 
individer. Reduksjonen i tyrosinfosforyleringen av IRS-1 har blitt relatert til økt serin/treonin 
fosforylering av IRS-1.  IRS serin/treonin kinaser inkluderer inhibitorisk κ kinase-β (IκKβ), 
c-Jun N-terminal kinase (JNK), mTOR og protein kinase C (PKC) isoformer. IRS-serin 
/treonin fosforyleringen resulterer til redusert aktivitet av aPKC og muligens AKT, svekket 
p38 mitogen aktivert proteinkinase (p38 MAPK). Disse endringene blokkerer IRS -1 
signaloverføringen og aktiveringen av PI3K, som resulterer i nedsatt GLUT4 translokering 
og nedsatt glukoseopptaket ( 
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Figur 4) [14, 16, 19].  
 
Når mengden av sirkulerende lipider overstiger evnen det hvite fettvevet har for opptak og 
lagring, fører dette til at overflødige fettsyrer akkumuleres i andre vev, som lever og 
skjelettmuskulatur, som har begrenset kapasitet for lipidlagring. Denne unormale lagringen 
av lipider i blod eller andre vev kalles for lipotoksisitet. Lipotoksisitet er en annen 
mekanisme sterkt assosiert med insulinresistens i skjelettmuskel. Fettsyrer akkumuleres 
intracellulært i muskelceller hovedsakelig som langkjedet fettsyre acyl-Coenzym A (fettsyre 
acyl-CoA), monoacylglyserol (MAG), fosfatidinsyre, triacylglyserol (TAG) og ceramider. 
Blant disse fettsyre derivater er det høye intramyocellulære nivåer av DAG, TAG og 
ceramider som er direkte forbundet med insulinresistens [14, 16, 19]. DAG akkumulering er 
assosiert med aktivering av PKC som katalyserer serinfosforyleringen av IRS-1 og svekker 
aktivering av PI3K, og reduserer insulinsignalering. Ceramider er avledet fra fettsyrer som 
kan defosforylere Akt, og demper insulinsignaleringen [16, 19, 20].  
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Figur 4: Skjelettmuskel insulinresistens mediert av frie fettsyre.  
Høyt tilførsel av frie fettsyre resulterer i akkumulering av lipider inkludert mellomprodukter triacylglyserol 
(TG), diacylglyserol (DAG), langkjedet fettsyre acyl-Coenzym (LCFA acyl-CoA) og ceramid. FFA kan 
syntetiseres til ceramid, som deaktiverer Akt. Dag og ceramider aktiverer serin/treoninkinaser inkludert 
proteinkinase C (PKC), c-Jun N-terminal kinase (JNK) og inhibitorisk κ kinase-β (IκKβ) som fosforylerer 
serinrester av insulinreseptor substrat 1 (IRS-1), og svekker tyrosinfosforylering og aktivering av IRS-1 som 
fører til en redusert aktivering av fosfatidylinositol 3-kinase (PI3K), AKT og insulinsignaleringen som resulterer 
til en reduksjon i GLUT4 translokasjon glukoseopptak i cellen.  
 
 
1.4 Diabetes mellitus type 2  
Diabetes mellitus er en kronisk stoffskiftesykdom med høy blodglukose (hyperglykemi) og 
andre metabolske forstyrrelser som skyldes absolutt eller relativ insulinmangel, ofte sammen 
med nedsatt insulinvirkning (insulinresistens) [21]. Diabetessykdommen deles inn i to 
hovedgrupper, type 1-diabetes (T1D) og type 2-diabetes (T2D). T1D kalles for 
insulinavhengig diabetes, som skyldes mangel på insulinsekresjon. Dette skjer ved at 
kroppens immunsystem omfatter insulinproduserende celler (β-cellene) som 
fremmedelementer i bukspyttkjertelen og ødelegger dem [22]. T2D kalles for ikke-
insulinavhengig diabetes, og er den mest vanlige typen av diabetes. Årsaken til T2D er en 
kombinasjon av resistens mot insulinvirkningen og en utilstrekkelig kompenserende 
insulinsekresjon. I motsetning til T1-diabetikere, trenger få T2-diabetikere behandling med 
ekstra insulin. Siden det fremdeles er insulinproduksjon hos personer med T2D, er den 
viktigste årsaken til T2D at cellene i organsystemer (lever, muskler og fettvev) ikke reagerer 
som de skal på hormonet insulin (insulinresistente). Disse nevnte organsystemer er viktige 
organer for glukosebalansen i kroppen. Insulinresistens fører videre til høy blodglukose 
(hyperglykemi) [23]. T2D oppstår i alle aldersgrupper, men det er vanligst hos voksne over 
40 år og forekomsten øker sterkt med økende alderen [22]. Ved T2D kan man gå lenge med 
en liten grad av hyperglykemi, til å forårsake patologiske og funksjonelle endringer i ulike 
målorganer uten at kliniske symptomer er tilstede [23]. T2D kan også forekomme med fysisk 
inaktivitet, stressituasjoner og under behandling med legemidler som glukokortikoider, 
uselektive adrenerge betareseptorantagonister og høye doser tiaziddiuretika [21].  T2D kan til 
en vis grad reguleres og behandles ved vekttap, fysisk aktivitet, vektreduksjon og kosthold, 
men for de fleste vil også medikamentell behandling bli nødvendig [24].  
 
GLUT4 TG 
Endoplasmatisk retikulum 
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1.5 Skjelettmuskel 
Skjelettmuskulaturen er kroppens største organsystem, og utgjør 38 % av total kroppsmasse 
hos menn og 30 % hos kvinner, og det er rundt 640 skjelettmuskler i kroppen [25]. 
Funksjonene til skjelettmusklene er å bevege kroppen, kontrollere kroppsstillinger, beskytter 
innvollene, kontrollere kroppens åpninger og bidrar til jevn kroppstemperatur. 
Skjelettmuskelceller er celler som dannes under fosterutviklingen ved at embryonale celler 
som også kalles myoblaster omdannes til muskelceller (myotuber) ved fusjonsprosessen. De 
ferdigutviklede muskelcellene har derfor mange cellekjerner som ligger i rekke etter 
hverandre helt inn mot cellemembranen, muskelceller kalles også for muskelfibene. Etter 
hvert som barnet vokser, øker skjelettmusklenes volum ved at størrelsen til den enkelte 
muskelfiber øker. De utvokste fibrene har en diameter på 0,01-0,1 mm og en lengde som kan 
gå opp til 30 cm. Lengden på muskelfibrene kan variere hos en og sammen person, ved at 
trening er en faktor som påvirker lengden [26].    
 
1.5.1 Skjelettmuskelens oppbygning og struktur  
Hver muskel består av muskelfiber, bindevev, blodårer og nerver. Hver muskelfiber er omgitt 
av en tynn bindevevshinne. Disse muskelfibrer ligger i rekke etter hverandre helt ut mot 
cellemembranen og innpakket i en noe tykkere hinne, som kalles for muskelfiberbunt. Selve 
muskelen er dannet av mange muskelfiberbunter, hvor hele muskelen er omgitt av en grov 
bindevevshinne. Muskelfibrene i alle disse hinnene går direkte over i senene ved muskelens 
ender, og i bindevevshinnene går nerver og blodkar, og rundt hver muskelfiber er det et nett 
av kapillærer som er med på å sirkulere blodet rundt muskelen (Figur 5A). Det indre av 
muskelfibrene er tettpakket med myofibriller, som er sylindriske strukturer som går gjennom 
hele muskelfiberen fra den ene enden til den andre enden. Skjelettmuskel betegnes som 
tverrstripet struktur, og det skyldes det repeterende mønsteret av lyse og mørke bånd, den 
lyse båndet er sonen med aktinfibrer og det mørke båndet er sonen med myosinfibrer.  
Myofibrillene består hovedsakelig av to typer myofilamenter. Myofilamenter er tynne tråder 
som er bygd opp av proteinene aktin og myosin, (Figur 5B). Myosinfilamentene er omtrent 
dobbelt så tykke som aktinfilamentene. Langs hver myofibrill er myofilamentene ordnet i et 
mønster som gjentas, og den minste enheten i mønsteret kalles for sarkomer. Hvert sarkom 
inneholder to sett av tynne aktinfilamenter på hver side, og et tykt myosinfilament som ligger 
i midtdelen av sarkomeren mellom to aktinfilamenter, og enden av myosinfilamentene 
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overlapper med aktinfilamentene. To skillevegger står på hvert filamentsett som skiller 
sarkomene fra hverandre, og skilleveggen kalles for Z-skiver (Figur 5C) [26].  
 
 
 
Figur 5: Oppbygning av en skjelettmuskel.  
A) Skjelettmuskel er bygget opp av muskelfibrer (tettpakket med myofibriller) som ligger i rekke etter 
hverandre, kalt for muskelfiberbunt. Flere muskelfiberbunter er med på å danne selve skjelettmuskelen.  
B) Utsnittet viser den indre strukturen av en muskelcelle, myofibriller som består av aktin og myosin filamenter. 
C) Strukturen til en sarkomer, som har aktinfilamentene (dobbeltkjede av kuleformete aktinmolekyler) og 
myosinfilamentene (kølleformete myosinenheter) med en regelmessig anordning og kan forskyves mellom 
hverandre som regulerer muskelens kontraksjon. Figuren er modifisert fra [26].  
 
 
1.5.2 Forskjellige typer muskelfibrer 
Muskelfibrene fra forskjellige motoriske enheter varierer med hensyn til hvor raskt myosin 
kan spalte adenosinfrifosfat (ATP), dermed hvor raskt muskelfiberen kan trekke seg sammen. 
Grunnlaget for denne variasjonen er at myosin har flere forskjellige isoformer med ulik 
ATPase-aktivitet. Muskelfibrene deles i to hovedtyper basert på kontraksjonshastighet: 
Langsomme (type I) og raske (type II) muskelfibrer. Differensieringen til ulike fibertyper 
påvirkes blant annet av kjemiske signaler fra de motoriske nervefibrene som danner synapser 
med muskelcellene, og impulsmønsteret i disse nervefibrene. Et annet markert skille mellom 
ulike muskelfibrer er i hvilken grad de er spesialisert for henholdsvis aerob og anaerob 
produksjon av ATP. De fibrene som hovedsakelig danner ATP ved oksidativ fosforylering, 
kalles oksidative fibre, mens de som i korte perioder er i stand til å dekke sitt ATP-behov ved 
glykolyse, kalles glykolytiske fibre. Denne forskjellen gjenspeiles i konsentrasjonen av 
oksidative og glykolytiske enzymer i cellen. Type II-fibrene deles i to undergrupper: raske 
A)      B) 
C) 
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oksidative fibre (type IIa) og raske glykolytiske fibre (type IIb). De langsomme type I-fibrene 
er oksidative, og kalles også for langsomme oksidative fibre [26].  
 
De langsomme fibrene (type I) tilhører små motoriske enheter som rekrutteres allerede ved 
svake muskelkontraksjoner. Aktiviteten til disse fibrene dominerer ved moderat arbeid. De 
raske glykolytiske fibrene (type IIb) inngår derimot i store motoriske enheter, som er blant de 
siste som rekrutteres ved økende muskelkraft. Aktiviteten til disse fibrene dominerer ved 
kraftig, kortvarig arbeid. De raske oksidative fibrene inntar en mellomstilling med hensyn til 
størrelsen av de motoriske enhetene [26].  
 
1.5.3 Satellittceller 
Satellittceller er primære stamcellene i voksne skjelettmuskler som er ansvarlig for 
muskelvekst etter fødsel (postnatal), hypertrofi, og regenerering av skjelettmuskelceller. I 
muskel er satellittceller viktigste stamcelle. I modne muskler er de fleste satellittceller i en 
hviletilstand under muskelfiberens basallamina. Satellittceller aktiveres når muskelen skades 
eller ved andre ytre påvirkninger, hvor satellittceller migrere til skadestedet. Der begynner 
cellene å prolifere og differensiere seg til nye muskelfibrer. Etter aktivering går noen 
satellittceller tilbake til hviletilstand under prosessen med selvfornyelse. Det sørger for at 
antall satellittceller i en voksen muskel holdes relativt konstant og sikrer en tilstrekkelig 
reserve for fremtidige behov [27] [28]. Resten av de aktiverte satellittcellene deler seg 
(proliferes) videre til å produsere myoblaster som sprer seg før de differensieres og 
fusjonerer, og danner flerkjernede myotuber [29].   
 
 
 
Figur 6: Skjematisk fremstilling av myogenese.  
Etter aktivering av satellittceller, proliferes satellittceller videre til å produsere myoblaster før de går inn i 
differensiering og fusjonering for dannelse av flerkjernede myotuber. Bildet er modifisert fra [30].  
 
      Aktivering           Differensiering  Fusjon 
Satellitt celler              Myoblaster  Myocytter  Myotuber 
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1.6 Fettsyremetabolisme i skjelettmuskel 
I følge Jocken [31] finnes nesten 95 % av kroppens fett i fettvev, og kun en mindre mengde 
fett lagres i muskel, lever og bukspyttkjertelen [31]. Skjelettmuskulaturen er det organet som 
forbruker mest energi ved å mediere en stor andel av kroppens fettsyreopptak og oksidasjon, 
og omtrent 80 % av insulin-stimulert glukoseopptak [32]. For å tilfredsstille energibehovet av 
skjelettmuskulaturen må tilstrekkelig mengde, men ikke overflødig fettsyrer tilføres for 
mitokondrie β-oksidasjon. Imidlertid vil ubalanse mellom fettsyreopptak og β-oksidasjon ha 
potensial til å bidra til insulinresistens i muskel, utvikling av kardiovaskulære sykdommer, 
T2D og fedme [19, 32]. I tillegg er skjelettmuskel viktig for insulin stimulert glukoseopptaket 
[18].  
 
1.6.1 Opptak av fettsyrer 
Lang kjedede fettsyrer (LCFA) er et viktig substrat for ATP produksjon (energi) i 
skjelettmuskulaturen. De to viktigste energikilder i skjelettmuskulaturen er, frie fettsyre 
(FFA) bundet til albumin i blodet avledet fra lipolyse i fettvev, og FFA frigjort fra TG pakket 
i kylomikroner og VLDL [33]. Fettsyreopptaket til skjelettmuskelen er ennå ikke fullt 
forstått, men involverer både passiv diffusjon og protein-mediert transport over 
cellemembranen. Fettsyreopptaket er avhengig av både fettsyrekonsentrasjon i blodet og 
regulering av transportørene. Det er tre plasma membranassosiert proteiner som er blitt 
identifisert for fettsyreopptaket i skjelettmuskelceller, fettsyretranslokase (FAT)/CD36, 
plasma membran-bundet fettsyre bindende sprotein (FABPpm) og fettsyre transport protein 
(FATP) [19, 33, 34]. Fettsyre oksidasjonen fra fettvevet i skjelettmuskulatur er involvert i 6 
faser (Figur 7) [33]; 1) TG energikilden hydrolyseres til LCFA katalysert av Atgl og HSL 
enzymer og frigjøres fra fettvev. 2) LCFA transporteres over vaskulær endotel gjennom 
FAT/CD36, LCFA sirkulerer i blodet bundet til albumin. 3) VLDL omdannes til LCFA, 
LCFA bundet til albumin transporteres over endotelmembranen til interstitial væsken til 
skjelettmuskel gjennom FAT/CD36. LCFA bundet til albumin transporteres til muskelcellen 
gjennom transportproteiner FATP og FABPpm. 4) Lipolyse av intramuskulære 
triacylglyserol (IMTG) til LCFA-FABPc. 5) Intramyocellulære triglyserider (IMTG) 
omdannes til LCFA katalysert av fettvev triglyserid lipase (Atgl) og hormonsensitiv lipase 
(HSL) enzymer. LCFA bindes til acyl-coenzym (acyl-CoA) bindingsprotein, og transporteres 
gjennom cytosolen til mitokondrier ved hjelp av karnitin-palmitoyl-transferase (CPT-1), 
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karnitin translokase (CAT) og CPT-2. 6) Langkjedet acyl-CoA transporteres til 
mitokondriene, og inngår i oksidering og reduksjon av ulike kofaktorer som produserer ATP 
og vann [33].     
 
 
 
 
 
Figur 7: Ulike områder av regulering av LCFA oksidasjon.  
Triglyserid (TG) i fettvev hydrolyseres til langkjedet fettsyrer (LCFA) katalysert av fettvev triglyserid lipase 
(Atgl) og monoacylglyserol lipase (HSL) enzymer. LCFA fra fettvevet skilles ut i blodet gjennom 
fettsyretranslokase (FAT)/CD36), og sirkuleres i blodet bundet til albumin. Opptaket av LCFA til skjelettmuskel 
skjer ved protein-mediert transport, som inkluderer fettsyretranslokase (FAT)/CD36), plasma membran-bundet 
fettsyre bindende sprotein (FABPpm) og fettsyre transport protein (FATP). Etter at LCFA er transportert 
gjennom plasmamembranen, LCFA aktiveres av acyl-CoA syntetase til langkjedet acy-CoA (LCFA-CoA). 
LCFA-CoA transporteres til mitokondrie ved hjelp av karnitin-palmitoyl-transferase (CPT) og karnitin 
translokase (CAT). I mitokondrie inngår LCFA-CoA i oksidasjon, TCA syklus og oksidativ fosforlyeringen for 
ATP (energi produksjon) og vann [33].    
 
 
Det er vist i flere studier at disse tre transportører kan interagere med hverandre for å lette 
fettsyreopptaket. Interaksjon mellom FAT/CD36 og FABPpm, og mellom FAT/CD36 og 
FATP er blitt identifisert i å kontrollere fettsyreopptak [19]. FAT/CD36 og FABPpm 
translokasjonen til cellemembranen induseres med økt muskelsammentrekning og 
insulinstimulering. Insulin, leptin og AMP-aktivert protein kinase (AMPK) aktivering 
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induserer translokasjon av FAT/CD36 fra intracellulære depoter til membranen og øker 
fettsyreopptaket [19, 33, 35].   
 
Studier viser at FATP1 er den viktigste FATP typen i fettvev og skjelettmuskulatur. FATP1 
translokeres til plasmamembranen ved stimulering av insulin på samme måte som 
FAT/CD36. Aktiveringen av FATP1 skjer ved at fettsyre katalyseres til fettsyre acyl-CoA 
ved den indre delen av membranlaget, slik at LCFA kan bli fanget opp inne i cellen. I en 
studie er utført på mus hvor FATP1 er fjernet. Da vises ingen fettsyreopptak gjennom 
FATP1. Noe som tyder på at FATP1 er en insulin-regulert fettsyre transporter som er analog 
med glukosetransportør GLUT4. Men det vises at fjerning av FATP1 har lite eller ingen 
effekt på basal fettsyreopptaket. Det er forklaringen på at flere mekanismer er involvert i 
fettsyreopptak [33, 36].  
 
1.6.2 Fordeling av fettsyrer i cellene 
Etter at fettsyrer transporteres over cellemembranen og kommer inn i cellens cytosol, forblir 
de vannuløselig og er bundet til ett av to proteiner; FABPc eller acyl-CoA binding protein 
(ACBP). FABPc har en lav molekylmasse og er rikelig tilstede i cytosolen, det er antydet at 
FABPc sannsynligvis fungerer i sammenheng med FAT/CD36 for å transportere LCFA over 
plasmamembranen. Videre blir LCFA bundet til FABPc aktivert av acyl-CoA syntetase 
(ACS) til LCFA acyl-CoA. Videre kan LCFA acyl-CoA bli transportert til mitokondrie (som 
er den viktigste område for energi produksjon) for β-oksidasjon. Dersom mengden LCFA i 
cellen blir høyere enn cellens energibehov, LCFA acyl-CoA fraktes over til endoplasmatiske 
retikulum (ER), hvor LCFA acyl-CoA omdannes til forskjellige lipidtyper som TG, 
fosfolipider og kolesterylester [18, 33]. TG og kolesterylester kan lagres i lipiddråper i 
cellens cytosol som energireservoar [1]. LCFA acyl-CoA eller LCFA kan også binde til 
peroksisomproliferatoraktivert reseptorer (PPAR) som regulerer gen ekspresjon. Det kan 
konverteres enten til signalmolekyler (eikosanoider) eller de kan direkte modifisere enzymer 
og proteiner. Dersom det blir transportert mye glukose inne i muskelcellen, vil det øke nivået 
av FFA i muskelcellen, ved at glukose omdannes til FFA via lipogenese reaksjon [18, 33].  
 
Transport av fettsyrer over mitokondrie membran  
Før β-oksidasjon av fettsyre i mitokondriene skjer, må langkjedet acyl-CoA passere både ytre 
og indre mitokondrie membraner. Denne prosessen skjer ved hjelp av karnitin-avhengig 
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transportsystem som består av tre enzymer; karnitin-palmitoyl-transferase-1 (CPT-1), karnitin 
translokase (CAT) og karnitin-palmitoyl-transferase-2 (CPT-2). Etter at langkjedet acyl-CoA 
har passert CPT-1 i den ytre membranen, transporteres den tvers over den indre mitokondrie 
membran av CAT og videre til mitokondrie matriks via CPT-2. LCFA i mitokondrie matriks 
går videre inn i β-oksidasjonsreaksjon, TCA-syklus og oksidativ fosforylering for produksjon 
av energi [19].  
 
 
1.7 Lipiddråper 
Lipiddråper (LDer) er organeller som befinner seg i cytoplasma i celler. LDer er knyttet til 
mange cellulære funksjoner, inkludert lipid lagring for energiproduksjon og membran 
syntese, viral replikasjon og protein lagring og degradering. Disse prosessene er funksjonelt 
knyttet til mange fysiologiske og patologiske tilstander som fedme og relatert metabolsk 
syndrom. Det er omtrent alle typer celler har LDer eller har kapasitet til å lage det. Til tross 
for deres viktige funksjoner, er mange aspekter av LD biologien er fortsatt ukjent. De fleste 
eukaryote celler har LDer. Når celler dyrkes med fettsyre (FFA) stimuleres dannelse av LDer. 
Andre celler, som fettceller (adipocytter) og leverceller (hepatocytter) viser seg å ha mange 
LDer med utgangspunktet til å aktivere syntese og lagring av lipider [1]. Overdreven 
lipidlagring i LDer fører til svekkelse av cellulær kapasitet til å lagre lipider. Dette kan videre 
forårsake sykdommer som fedme, diabetes og aterosklerose [1].  
 
1.7.1 Oppbygning av lipiddråper 
LDer består av en hydrofob kjerne med nøytrale lipider. Denne hydrofobe kjernen er separert 
fra den vandige cytosolen med et monolag av overflatefosfolipider. Cellens cytoplasma 
inneholder en emulsjon av LDer i cytosol. Perilipiner (Plin) er en familie av proteiner som 
binder seg til overflatefosfolipid til LDer. LDer deler strukturelle funksjoner med plasma 
lipoproteiner. Både LDer og lipoproteiner inneholder nøytrale lipidkjerner innkapslet i et 
polart lipid monolag. I tillegg er begge partikler innredet med spesifikke overflateproteiner, 
ofte amfipatiske α-helikser. Antallet og størrelsen av LDer i forskjellig celletyper og mellom 
ulike individ av en populasjon varierer betraktelig. Mange celler har små LDer (100-200 nm 
diameter), hvite fettceller har LDer med diameteren 0,10-100 µm og fyller nesten hele 
cytoplasma. LD størrelsen kan endres raskt, LDer kan vokse raskere under adipogenese, når 
celler øker deres kapasitet til å syntetisere lipider. I motsetning til dette, LDer kan krympes i 
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løpet av timer av dyrkingsceller med begrensede næringsstoffer. Mange LDer blir synlige 
med lysmikroskopi [1].  
 
 
 
 
Figur 8: Lipiddråper (LD).  
(A) Figuren viser en skjematisk av lipiddråpe (LD) struktur. Kjernen av LD består av nøytale lipider, 
Triglyserider (TAG) og sterolestere (SE) som er pakket inn i et monolag av fosfolipider og LD-assosierte 
proteiner, perilipiner (Plin). (B) Lipiddråper (LD) synlig med fluorescens mikroskop. Figuren er modifisert fra 
[1]   
 
 
 
1.7.2 Nøytrale lipider i kjernen 
Nøytrale lipider i LD kjernen finnes hovedsakelig i form av triglyserider (TG), men også som 
sterol estere (SE), diacylglyserol (DAG), retinolestere og fritt kolesterol [37]. Mengden av 
nøytrale lipider varierer mellom celletyper. LDer i fettceller består primært av TG nøytral 
lipider, og makrofag stamceller inneholder mest SEer. Nøytrale lipider syntetiseres i 
endoplasmatisk retikulum (ER), og syntesen blir katalysert av flere enzymer. Enzymer som 
acyl-koenzym A (acyl-CoA):diacylglyserol acyltransferase (DGAT) enzymer, DGAT 1 og 
DGAT2 syntetiserer TG. Acyl-CoA:kolesterol acyltransferase (ACAT) enzymer, ACAT1 og 
ACAT2 syntetiserer SEer. Disse nøytral lipid-syntese enzymer ligger primært i ER, unntatt 
DGAT2 som også lokaliserer til LDer [1].  
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1.7.3 Lipiddråpens fosfoslipidmonolag 
Overflaten av LD består av polare, amfipatiske lipider. I pattedyrcelle LDer, fosfatidylkolin 
(PC) er den viktigste overflate fosfolipidet, etterfulgt av fosfatidyletanolamin (PE) og 
fosfatidylinositol. Sammenlignet med andre membraner, finnes flere andre hydrofobe lipider 
i LDer, voks estere og eter lipider som avledes fra peroksisomer og utgjør 10-20 % av 
nøytrale lipider i noen av pattedyr celler. PC er viktig for emulgering av LDer. Overflaten av 
LDer inneholder også andre lipider som steroler, og relativ mengde av lipider er avhengig av 
celletype [1].  
 
1.7.4 Formasjon av lipiddråper 
I eukaryote celler, LDer dannes i cellens ER, hvor enzymer som syntetiserer nøytrale lipider 
er lokalisert. I følge Walther [1] er den molekylære mekanismen for LD dannelse ikke kjent. 
Når det gjelder hvordan LDer med et enkelt mono-fosfolipidlag kan dannes fra to-
fosfolipidlag membran og hvordan nøytrale lipider inngår i LDer ved begynnelsen av LD 
dannelse. Det antydes at siden de nøytrale lipid-syntese enzymer ligger i ER, må produkter av 
disse enzymer oppstå et sted mellom membranlaget. Dette skjer ved at det dannes en linse av 
nøytrale lipider, og nøytrale lipider organiseres i LDer ved bestemte lokasjoner i ER eller 
noen spesifikke proteiner som involveres. Utfra denne hypotesen foreslås det flere modeller 
av LD-dannelse, inkludert (a) ER avsnøring «budding» hvor LDer vokser fra ER bilaget, 
nøytral lipid-syntese enzymer, ACAT eller DGAT katalyserer dannelse av lipider som fyller 
kjernen av LDer. Etter dannelse av LDer, forblir LDer koblet. Andre modeller av LD 
dannelse er (b) bicelle-dannelse hvor hel lipidlinse spaltes fra ER og (c) vesikulær budding 
hvor et bilag vesikkel former, etterfulgt av fylling av bilaget med nøytrale lipider [1].  
 
1.7.5 Funksjonen av lipiddråper 
LDer er cellens intracellulære lipidreservoir. De brukes som byggesteiner for membraner og 
substrater for energimetabolisme. Sterkt pakkede med høyt reduserte, hydrofobe lipider, slik 
som TGer i en fase uten vann, gir den mest effektive formen for energi lagring. LDer 
fungerer også som organiserende sentre for å syntetisere bestemte lipider. For eksempel TGer 
som syntetiseres i ER, vil også syntetiseres på LDer. I tillegg har LDer andre lipid-
syntetiserende enzymer, som ergosterol lokalisert på LD overflaten med koblende effekt 
mellom LDer og lipidsyntetiserende veier. LDer kobles også til protein lagring, og lagrer 
midlertidig utfoldet membran proteiner før proteasom degradering.  Selv om dannelse av 
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LDer og lipoproteiner kobles til nøytral lipid-syntese i ER, deres fysiologiske funksjoner er 
forskjellig: LDer lagrer primært lipider i perifere vev. Lipoproteiner fordeler lipider i kroppen 
[1].  
1.8 Lipiddråpe-assosiert overflate proteiner 
Perilipin (Pin) protein-familie karakteriserer som de viktigste LD-assosiert proteiner. Denne 
Plin protein-familie består av fem proteiner: Perilipin 1 (Plin1), perilipin 2 (Plin2), perilipin 3 
(Plin3), perilipin 4 (Plin4) og perilipin 5 (Plin5). LD-assosiert proteiner kontrollerer lipid-
lagring i skjelettmuskulatur. De har flere funksjoner, inkludert mediering av LD dynamikk, 
syntese av LDer, vekst og fusjon av LDer, intracellulære transport av LDer, organelle 
interaksjoner, nedbrytning og lipolyse [37]. LD-assosierte Plin-proteiner finnes i mange vev, 
men med ukjente funksjoner. I skjelettmuskulaturen er det enda mindre kjennskap til 
funksjoner eller egenskaper av disse Plin proteiner. Det er høyere uttrykk av Plin proteiner i 
kvinners skjelettmuskulatur sammenlignet med menn. Fedme og utholdenhetstrening 
påvirker ikke innholdet av Plin proteiner [38]. 
 
Plin1 
Plin1 finnes hovedsakelig i adipocytter (fettceller) og sterogene celler med et begrenset 
uttrykk. Plin1-proteinet finnes i tre isoformer (A, B og C) som dannes ved alternativ spleising 
[39], hvorav isoform-A er det viktigste og største proteinet i LDer både i fettvevet og 
sterogene celler. Plin1-proteinet har en unik funksjon som skiller dette proteinet fra andre 
medlemmer av proteinfamilien. Plin isoform-A finnes i overflaten av LDer. De spiller en 
viktig rolle i kontrollen av lagring og nedbrytning av LDer [37] ved at Plin proteinet blir 
fosforylert av PKA under lipolyse i fettceller. Plin-proteinet viser til å regulere lipolyse både 
under basal og hormonell stimulering. Under basale forhold begrenser Plin-proteinet HSL 
tilgangen fra cytosol til LDer og fremmer TG lagring. Under hormonell stimulering vil PKA 
fosforylere Plin-proteinet og så aktivere lipolyse via HSL og Atgl enzymer [39] [40].    
 
Plin2  
Plin2 kalles også for adipophilin og fettvev differensierings-relatert protein (ADRP) [41]. 
Plin2 finnes i omtrent alle kroppens organer, inkludert skjelettmuskel, lever og tarm [42]. 
Mer om Plin2 i avsnitt 1.10.    
 
Plin3 
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Plin3 proteinet kalles også for tail-interacting protein på 47 kDa (TIP47) eller mannose-6-
fosfat-reseptor-bindende protein. Plin3 proteinet i skjelettmuskulaturen er foreløpig svært lite 
kjent, men eksisterer i cytosol, og lokaliseres i LDer i nærvær av økte nivåer av fettsyrer [43]. 
Den eksakte Plin3 rollen i LD syntese er ukjent. Det antydes at Plin3 proteinet påvirker 
størrelsen og formen av LD dannelse [38].   
 
Plin4 
Plin4 proteinet kalles også for fettvev protein S3-12, og har noe sekvenslikhet med andre 
perilipiner og uttrykkes hovedsakelig i hvitt fettvev [44]. Det foreslås at ikke-lipid LD pooler 
(lager) av Plin4 fungerer som et reservoar for LD-assosiert proteiner. De generer rask 
pakking av nye syntetiserte TGer i LDer og maksimal energi lagring ved tilgang på næring 
[45].  
 
Plin5  
Plin5 proteinet er også kjent som lipiddråpe lagrings protein 5 (LSDP5) eller OXPAT. Disse 
er hovedsakelig uttrykt i de oksidative vevene som hjerte, lever, brunt fettvev og 
skjelettmuskulatur (type 1-fiber) [46]. Dyrkede celler med overuttrykt Plin5 resulterer i en 
betydelig økning av TG akkumuleringen i respons til fettsyrebehandling. Dette kan forklares 
ved en reduksjon i både basal og stimulert lipolyse[47]. Dermed vises det at Plin5 beskytter 
TG kjernen av LDer fra degradering på samme måte som Plin1. Plin5 proteinet reguleres av 
peroksisomproliferatoraktivert reseptor (PPARα) i skjelettmuskulatur og lever og PPARγ i 
hvitt fettvev [47] [48].  
 
 
1.9 Lipolyse 
Ved økt energibehov i kroppen vil FFA frigjøres ved hydrolyse fra TG lagret LDer fra 
fettceller og ikke-fettvev celler, denne prosessen kalles lipolyse [1].  
 
1.9.1 Lipolyse i fettceller 
Lipolyse prosessen i fettceller skjer ved at FFA hydrolyseres av tre enzymer, fettvev 
triglyserid lipase (Atgl), hormonsensitiv lipase (HSL) og monoacylglyserol lipase (MGL) [1]. 
Katekolaminer (noradrenalin og adrenalin) og insulin er de to viktigste hormoner som 
regulerer lipolyse i fettceller. Disse hormoner sirkulerer fra blodbanen og binder seg til 
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cellens ulike β-adrenerge undergruppe reseptorer som er koblet til stimulerende G-protein 
(Gs). Dette aktiverer igjen adenylsyklase (AC) enzymet og stimulerer dannelsen av syklisk 
adenosin monofosfat (cAMP) fra ATP, cAMP aktiverer videre protein kinase A (PKA) [31]. 
Atgl enzymet er sterkt uttrykt i fettvev og utfører det første trinnet i TG hydrolyse [40]. I en 
studie vises det at Atgl aktivitet er sterkt stimulert av et aktivator protein med α/β hydrolase 
domen inneholder protein 5 (ABHD5), også kjent som komparativ genet identifikasjon-58 
(CGI-58). Atgl er tilstede i cytosol og på LD [40]. Atgl inneholder en N-terminal domen med 
katalytisk aktivitet som interagerer med CGI-58 [1]. Aktiveringsmekanismen av Atgl via 
CGI-58 er ukjent, men krever interaksjonen av Atgl med CGI-58 og LDer [1] [40] som 
resulterer i dannelsen av DAG og FFA [40]. Aktivering av PKA via cAMP fosforylerer 
videre HSL enzymet på flere serinrester [31] [40]. Denne fosforyleringen fører til 
translokasjon av HSL fra cytosol til overflaten av LD lagring. HSL har en N-terminal domen 
som samhandler med fettsyrebindede protein (AFABP) på og hydrolysere lagret 
diacylglyserol (DAG) i LD til monoacylglyserol (MAG) og FFA som skilles ut i 
blodsirkulasjonen. Aktivering av PKA fører også til fosforylering av proteinet Plin, særlig 
Plin1 [39], som befinner seg på overflaten av LD, og resulterer i en større fysisk endring av 
LD overflaten. Denne endringen av LD overflaten fører til at HSL får bedre tilgang til LD og 
påfølgende hydrolyseringen av DAG og frigjøringen av FFA til plasma skjer lettere [39]. I 
den endelige lipolyse trinnet, MGL og muligens HSL er nødvendig for fullstendig 
hydrolysering av MAG til FFA og glyserol molekyler. Til nå er det ikke bevis som indikerer 
at MGL katalysereaksjonen skjer på LD eller reguleres av hormoner [1] [31].  FFA og 
glyserol skilles ut i sirkulasjonen ved at FFA transporteres over plasmamembranen ved 
passiv diffusjon, FAT/CD36 og FABPpm og FATP og glyserol transporteres ved auqaporin-7 
(AQP7) kanalen [31].   
 
FFA frigjøringen fra fettceller forsterkes under insulinresistens. Dette skyldes reduksjonen av 
den anti-lipolytiske effekten av insulin som fører til økt lipolyse og en påfølgende økning i 
FFA frigjøringen fra fettceller inn i plasma. Insulinens anti-lipolytisk effekt skyldes 
aktiveringen av syklisk nukleotid-fosfodiesterase 3B (PDE3B), som nedbryter raskt cAMP til 
5’ adenosinmonofosfat (5’-AMP), og svekker PKA aktiveringen og fosforyleringen av HSL 
og reduserer lipolysen [39].  
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Figur 9: Lipolytiske veier i fettceller.  
Figuren representerer et skjematisk diagram av de ulike veier i det lipolytiske banen i fettceller som reguleres av 
tre enzymer; triglyserid lipase (Atgl), hormonsensitiv lipase (HSL) og monoacylglyserol lipase (MGL). 
Katekolaminer binder seg til adrenerge reseptorer (ADR) som stimulerer adenylat syklase (AC) mediert av 
stimulerende G-protein (Gs) og stimulerer dannelsen av syklisk adenosin monofosfat (cAMP) fra ATP som 
aktiverer videre protein kinase A (PKA). Atgl interagerer med komparativ genidentifikasjon-58 (CGI-58) og 
sammen hydrolyserer TAG til diacylglerserol (DAG) og frie fettsyrer (FFA). Aktivert PKA via cAMP 
fosforylerer HSL og perilipin (Plin) proteinet på overflaten av lipiddråper (LD). HSL og Plin fosforylering fører 
til translokasjon av HSL fra cytosol til overflaten av LD. HSL har en N-terminal domen som interagerer med 
fettsyrebindede protein (AFABP) og hydrolyserer DAG i LD til monoacylglyserol (MAG) og FFA. MGL og 
muligens HSL hydrolyserer videre MAG til FFA og glyserol. FFA transporteres over plasmamembranen ved 
passiv diffusjon og auqaporin-7 (AQP7) kanalen medierer glyserol utskillelse til blodsirkulasjonen.  Insulin har 
anti-lipolytisk effekt ved å binde seg til insulinreseptorer (IR) og aktiverer insulin-lignende reseptor-substrater 
(IRS), som aktiverer videre fosfatidylinositol 3-kinase (PI3K) og fosforylerer fosfodiesterase 3B (PDE3B) som 
inaktiverer syklisk adenosin monofosfat (cAMP) ved konvertering til 5’AMP. På denne måten svekker insulin 
PKA aktivering og reduserer lipolyse prosessen. Figuren er modifisert fra [31].   
 
 
 
1.9.2 Lipolyse i skjelettmuskelceller 
Adrenerg reseptor β2-undergruppe er viktig for regulering av lipolyse i skjelettmuskulatur. 
Katekolaminer er det viktigste hormonet. Lipolyse i skjelettmuskulaturen er så langt lite 
kjent. Det er bevist at både Atgl og HSL er viktige enzymer [31]. På samme måte som i 
fettvev, spiller Atgl en sentral rolle i skjelettmuskel lipolyse [40]. Lipolyse i muskel er i 
mindre grad regulert av insulin hormonet. I tillegg til lipaser er også LD-assosierte proteiner 
(Plin) uttrykt i skjelettmuskulaturen, i lavere nivå enn fettvev. Plin2/ADRP er antydet å være 
det dominerende proteinet i skjelettmuskulaturen.  CGI-58 samhandler med ADRP/Plin2 for 
regulering av Atgl aktivitet via N-terminal domen i skjelettmuskel [31]. Denne aktiverte Atgl 
hydrolyserer videre intramyocellulære triacylglyserol (IMTAG) i LD til DAG. Effekten av 
katekolaminer på HSL fosforylering og aktiveringen på skjelletmuskulaturen er fortsatt 
Glyserol 
 
Protein fosfatase 
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uklart. På samme måte som i fettvev binder katekolaminer seg til β-adrenerge reseptorer og 
aktiverer PKA som fosforylerer HSL enzymet videre. Det er imidlertid uklart hvilke av PKA 
fosforylerings områder på HSL som er viktige [31]. HSL uttrykket er høyere i type 1-fiber og 
type 2a-fiber [31]. I tillegg til katekolaminer, kan kontraksjon aktivere fosforylering av HSL. 
Under muskelkontrasjon vil intracellulær Ca
2+
 konsentrasjonen øke, som videre fosforylerer 
HSL gjennom to kinaser, protein kinase C (PKC) fosforylerer og aktiverer HSL gjennom den 
ekstracellulære signalregulerte protein kinase (ERK) vei [31]. Dette fosforylerte HSL 
hydrolyserer videre DAG i LDer til MAG og FFA. På samme måte som i fettvev har FABP4-
uttrykket vist i skjelettmuskulaturen. Dens rolle for aktivering av HSL og utstrømming av 
FFA i skjelettmuskulaturen er foreløpig ukjent. AQP7 kanalen er også uttrykt i skjelettmuskel 
som medierer glyserol utstrømming til blodsirkulasjonen [31]. 
 
Figur 10: Lipolytiske veier i skjelettmuskelceller.  
Figuren representerer et skjematisk diagram av de ulike veier i det lipolytiske banen i skjelettmuskelceller som 
reguleres av enzymer; triglyserid lipase (Atgl) og hormonsensitiv lipase (HSL). Katekolaminer binder seg til 
adrenerge reseptorer (ADR) som stimulerer adenylat syklase (AC) mediert av stimulerende G-protein (Gs) og 
stimulerer dannelsen av syklisk adenosin monofosfat (cAMP) fra ATP som aktiverer videre protein kinase A 
(PKA). Det dominerede lipiddråpe-assosiert proteinet i skjelettmuskulaturen er fettvev differensiering-relatert 
protein (ADRP)/Plin2 som samhandler med komparativ genidentifikasjon-58 (CGI-58), som sammen regulerer 
Atgl aktiviteten. Atgl hydrolyserer intramyocellulære TAG (IMTAG) til diacylglerserol (DAG) og frie fettsyrer 
(FFA). I tillegg til katekolaminer, muskelkontraksjon fører til økt intraceullært Ca
2+
 konsentrasjonen, som kan 
fosforylere HSL gjennom aktivering av to kinaser, protein kinase C (PKC) og ekstracellulære signalregulerte 
protein kinase (ERK). Utstrømming av FFA gjennom plasmamembranen er foreløpig ukjent. Aquaporin 7 
(AQP7) kanal er også uttrykt i skjelettmuskulaturen som medierer glyserol utstrømming til blodsirkulasjon. 
Figuren er modifisert fra [31].   
 
 
1.10 Perilipin 2 (Plin2)  
Plin2 proteinet (50 kDa) kalles også for adipophilin og ADRP [41]. Plin2 er det mest 
dominerende LD-assosiert proteinet i skjelettmuskulaturen. I tillegg finnes proteinet i andre 
av kroppens vev (lever og tarm). Plin2-proteinets nødvendige funksjon er enda ikke helt 
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kjent, men viser til å regulere lipolyse. Muligens ved å modulere interaksjonen av lipolytiske 
enzymer med LD [42]. Plin2 genuttrykket stimuleres av kjernereseptorer, 
peroksisomproliferator-aktiverte reseptorer (PPAR). Tre PPAR familiemedlemmer, PPARα, 
PPARβ/δ og PPARγ, alle øker uttrykket av Plin2, antar at PPARα oppregulerer Plin2 i 
skjelettmuskulaturen i større grad enn andre [49] [41]. En studie fra 2012 viser at Plin2 
innholdet, og TG lagring er betydelig høyere hos kvinner enn hos menn, det beviser at Plin2 
proteinet spiller en rolle i lipidakkumuleringen [38]. 
 
1.10.1 Rollen til Plin2 i fedme og insulinresistens 
Fedme er ansett som hovedårsaken til insulinresistens [41], siden skjelettmuskulaturen er 
hovedstedet for insulin-stimulert glukose metabolisme. Den spiller en viktig rolle i etiologien 
av insulinresistens og metabolsk syndrom [41]. Flere studier viser at overuttrykk av Plin2 
øker intramyocellulær triglyserid (IMTG) ved å begrense interaksjonen av lipaser med TGer 
inne i LDer og vil hemme lipolyse prosessen, og er forbundet med insulinfølsomheten [50] 
[38] [37]. Det antydes at Plin2 har to uavhengige domener som ikke er bare rettet mot LDer, 
men også til mitokondrier. Plin2 har en rolle for å knytte sammen disse to organeller. Plin2 
interagerer ikke med Atgl eller dens ko-aktivator CGI-58 [1], det tyder på at dens rolle er 
tydelig fra regulering av lipolyse prosessen [38]. Moderat trening intensitet reduserer IMTG i 
type 1-fiber. Dette skyldes forbruk av LDer i skjelettmuskulaturen. Disse er forbundet med 
Plin2 og bestemmer forbruket av IMTG under trening [51].    
 
Insulinresistens observeres i fedme og T2D, som er sterkt assosiert med overflødig 
akkumulering av TG i skjelettmuskel. Det er blitt foreslått at lipid mediatorer (langkjede 
fettsyre acyl-CoA, DAG og ceramider) virker som signalmolekyler for å forstyrre insulin 
signaleringen og glukosemetabolisme som etter hvert fører til insulinresistens. I en studie fra 
2009 ble insulin signalering undersøkt ved bruk av oljesyre og palmitinsyre. Forholdet 
mellom pAkt og total Akt er en indikator for translokasjon av glukose. Insulinsensitivitet 
viste til å være lavere i palmitinsyre-behandlede celler enn oljesyre-behandlede celler. Dette 
indikerer at oljesyre-behandlede celler har mindre nedsatt insulin signalering [41].  
 
En studie fra 2009 fordelingen av Plin2 og andelen av intramyocellulære lipider (IMCL) 
tilknyttet til Plin2 ble undersøkt i menneskelig skjelettmuskulatur. Fra skjelettmuskelbiopsi er 
det funnet at Plin2 har høyere konsentrasjon i type 1-fiber sammenlignet med type 2-fiber. De 
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ligger i cytosolen (mellom mitokondrie nettverket) og 60 % av IMCL er assosiert med Plin2 
proteinet i fastende og i hvilende tilstand. IMCL innholdet viser seg å være to-tredelt større i 
type 1-fiber enn type 2-fiber. Det er da velkjent at type 1-fiber har en høyere kapasitet til å 
oppbevare og oksidere IMCL enn type 2-fiber. Dette ved at type 1-fibere har høyere 
konsentrasjoner av HSL og ATGL, mitokondrie og oksidative enzymer [42]. PPARβ/δ spiller 
viktig rolle i generering av flere oksidative fiber typer, Plin2 uttrykket er høyt i flere 
oksidative fibere som har høyere kapasitet til å lagre lipider. Konkluderer at Plin2 over 
uttrykket i skjelettmuskulaturen er assosiert fedme og insulinresistens ved at økt Plin2 uttrykk 
stimulerer FFA opptak og økt akkumulering av TG i LDer via binding til LD sammen med 
muskeltype med høy oksidativ egenskap [41] 
 
Plin2
-/-
 (knockout)  
En pågående studie (Feng, Dalen og Rustan med medarbeidere, upublisert) viser at fjerning 
av Plin2 proteinet (Plin2
-/-
 myotuber fra mus) resulterer økt degradering av LDer (lipolyse) 
(Feng, Dalen og Rustan med medarbeidere, upublisert). Effekten av lipaser (Atgl og HSL) er 
undersøkt på lipolyse ved å inaktivere disse enzymer. Inaktivering av Atgl i mus viste lavere 
lipolyse. Dette fører til TG deponering i flere vev, som hjerte og forårsaker tidlig død [52]. 
Det er vist at Atgl er mer aktiv i Plin2
-/-
 myotuber i forhold til Plin2
+/+
 myotuber (Feng, Dalen 
og Rustan med medarbeidere, upublisert).  
 
Plin2
 
påvirker fettsyre oksidasjonen, ved at mengde CO2 produsert gjennom oksidasjonen av 
lagret intracellulær lipider er vist til å være høyere i Plin2
-/-
 myotuber sammenlignet med 
Plin2
+/+
 myotuber (Feng, Dalen og Rustan og medarbeidere, upublisert). Glykogen syntese 
som er et mål på glukoseopptak og glukose oksidasjonen som CO2 produsert, er lavere i 
Plin2
-/-
 myotuber i sammenligning med Plin2
+/+
 myotuber. I tillegg er insulinsignaleringen 
målt, for å se om den endrede FFA og glukose oksidasjon i Plin2
-/-
 celler påvirker 
insulinresponsen. Insulin-stimulert glykogen syntese er lavere i Plin2
-/-
 myotuber, og fravær 
av Plin2 har ingen innvirkning på insulinfølsomheten (Feng, Dalen og Rustan med 
medarbeidere, upublisert) [37]. I motsetning til dette er det vist i en annen studie fra 2010 
forbedret insulinfølsomhet ved fravær av Plin2 både i lever og muskel [53]. 
 
I en studie fra 2005 vises det at Plin2 protein nivå i skjelettmuskulaturen er lik mellom 
diabetiker og ikke-diabetikere, noe som tyder på at fedme kan være en viktig faktor for Plin2 
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uttrykket i ved insulinresistens. IMTG bidrar til utvikling av insulinresistens, hvor flere 
studier har vist en signifikant sammenheng mellom økte nivåer av IMTG både hos 
overvektige og diabetikere. Det er vist at intervensjoner for å øke skjelettmuskel 
insulinfølsomheten som vekttap eller behandling av diabetikere med insulinfølsomhet 
(troglitazone eller metformin) er assosiert med økt nivå av Plin2 proteinet i 
skjelettmuskulaturen. Dette tyder på at Plin2 har rolle i redusering av intramuskulære lipid 
toksisitet ved å fremme lipid lagring [54].  
 
 
1.11 Substanser benyttet under forsøkene   
1.11.1 Oljesyre 
Oljesyre er en enumettet fettsyre (18:1, n-9), med 1 dobbeltbinding på 9-ende karbonatom og 
karboksylsyre på 18-ende karbonatom. Oljesyre er en av de mest vanlige enumettede fettsyrer 
bland sirkulerende plasmalipider [18]. Utvikling av insulinresistens og T2D forbindes med 
inntak av mettede fettsyrer via kosten, mens umettet fettsyrer er negativt forbundet med 
insulinresistens. I følge Wilde [41] er oljesyre en mer potent induser av LD nivå enn 
palmitinsyre. Oljesyre-behandlede muskelceller har høyere intracellulær TG nivå og høyere 
LD enn palmitinsyre-behandlet muskelceller. Grunnen til dette er at oljesyre fører til TG 
akkumulering og er godt tolerert, mens palmitinsyre er dårlig inkorporert i TG [41].  
                        
1.11.2 Atglistatin  
Atglistatin er en svært potent, selektiv og kompetitiv inhibitor av fettvev triglyserid lipase 
(Atgl) i fettvev. Atglistatin hemmer lipolyse prosessen in vitro og in vivo, med følgende 
hydrolysering av TG til FFA og glyserol. Studier på genmodifiserte mus viser at Atglistatin 
ikke påvirker samspillet mellom Atgl og CGI-58. Den hemmer TG hydrolase aktivitet av 
hvitt fettvev opptil 78 %, og tap av Atgl assosieres med økt glukosetoleranse og 
insulinfølsomhet på en normal diett og under forhold med høy fett diett-indusert 
insulinresistens. Effekten av Atglistatin er også observert i andre vev, inkludert brunt fettvev, 
skjelettmuskulatur og lever [55]. Atgl er uttrykt i fettvev, hjertemuskel, type 1-fiber av 
skjelettmuskulatur, makrofager, testikkel, lever og andre celle typer. Atgl katalyserer det 
første hydrolysetrinnet av triacylglyserol (TAG) til diacylglyserol (DAG) med frigjøring av 
frie fettsyrer (FFA) med videre dannelse av glyserol og fettsyre i lipiddråpe [40]. Hemming 
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av Atgl enzymet er sannsyligvis den mest effektive måten å redusere fettsyremobiliseringen. 
Det representerer en strategi for behandling av dyslipidemi og metabolsk forstyrrelser [56].  
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2 Mål for oppgaven 
 
Lipiddråpeassosierte proteiner er essensielle for dannelse og stabilitet av intracellulære 
lipiddråper (LD). Perilipin2 (Plin2) er et av de mest rikelig uttrykt lipiddråpeassosiert 
proteinene i skjelettmuskel, men rollen til dette er fortsatt uklart. Målet med denne oppgaven 
var å studere funksjonen til Plin2 in vitro i skjelettmuskelceller fra mus. Dette gjøres ved å 
sammenligne myotuber som uttrykker genet som koder for Plin2 (Plin2
+/+
, villtype celler) 
med myotubrer som har slått ut Plin2 genet (Plin2
-/-
, knock out celler).  
 
Målet med masteroppgaven var å:  
 
 Verifisere Plin2+/+ og Plin2-/- celler ved kvantitativ sanntids polymerasekjedereaksjon 
(qRT-PCR)  
 
 Studere genekspresjon (mRNA uttrykk) av noen gener i Plin2+/+ og Plin2-/- celler ved 
hjelp av kvantitativ sanntids polymerasekjedereaksjon (qRT-PCR) 
 
 Studere lagring av LDer i Plin2+/+ og Plin2-/- celler inkubert med og uten 
lipasehemmeren Atglistatin ved mikroskopering og fotografering 
 
 Kvantifisere triglyserid og protein i Plin2+/+ og Plin2-/- celler med og uten 
lipasehemmeren Atglistatin 
 
 Etablere teknikk for isolering av LDer i Plin2+/+ myotuber 
 
 Isolere LDer fra Plin2+/+ og Plin2-/- celler inkubert med og uten lipasehemmeren 
Atglistatin 
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3 Materialer  
 
3.1 Utstyr og kjemikalier 
Utstyr       Produsent 
Sterile hansker Kimtech, Kimberly-Clark Professional 
Celledyrkningsflasker (75 cm
2
, 150 cm
2
)   Falcon
® 
Celledyrkningsbrett (12-brønners)    Falcon
® 
Celledyrkningsskål/Petriskål (100 x 20 mm)   Falcon
®
 
Pipetter (2, 5, 10 og 25 ml)     Eppendorf Research
®
 
Begerglass (250 og 500 ml)     VWR
®
 
Pipettespisser        ART
®
, Biotix
® 
Pipetboy pipettor      Integra Biosciences
 
Sentrifugerør (15 og 50 ml)     Falcon
®
  
Papp frysebokser      Sarstedt, Sigma
®
 
Eppendorfrør (1,5 ml)      Sarstedt  
Telleslide       BIO-RAD Laboratories 
Kryorør, (NUNC
®
)      Sigma
®
 
Sprøyter (1, 10 ml)      Terumo
®
 
PCR rør og lokk (0,2 ml)     Thermo Scientific 
Aluminiumfolie      Wrap Film Systems 
Total RNA Purification Tray      Applied Biosystem
®
 
Splash Guards       Applied Biosystem
®
 
Micro Amp
®
 Optical 96-Well Reaction Plate  Applied Biosystem
®
 
Sterile filter (0,2 og 0,45 µm)     VWR
TM
, Acrodisc
®
 
MicroAmp
®
 Optical Adhesive Film    Applied Biosystem
®
 
Ultrasentrifugerør (11 x 60 mm)    BECKMAN COULTER
® 
Mikroplater (96-Brønners, F-bunn)    Greiner Bio-One
 
Glass Bottom Microwell Dish, small & large  MatTek 
(35 mm petri dish, 14 mm Microwell)    
Celleskraper (25 cm)      Sarstedt 
Dekkglass (18 mm)      Marienfeld 
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Kjemikalier      Produsent    
Dulbecco’s Modified Eagle medium med Glutamax,  Gibco® 
(DMEM) 1g/L glukose [#21885-025] 
Hams’s F10 Glutamax nutrient mixture [#41550-021] Gibco® 
Føtal Bovint Serum (FBS), [#F7524]    Sigma
®
 
Penicillin-Streptomycin (P/S), [#P4458]   Sigma
®
 
Basic fibroblast Growth Factor (bFGF), [#PMG0034] Gibco
®
 
Hesteserum (HS)      Gibco
®
 
Trypsin-EDTA løsning 0,25 %, [#T4049]   Sigma
® 
Fosfatbuffret saltvann (PBS) tablett    Gibco
®
 
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline   Sigma® 
(DPBS uten Ca
2+
, Mg
2+
), [#D8537] 
Kollagen I [C3867-1VL]     Sigma
® 
Bovint serum albumin (BSA), [#A8806]   Sigma
® 
Oljesyre (OA)       Nu-Chek Prep
 
Tryptanblått 0,40 %      Bio-Rad Laboratories
 
Paraformaldehyd (PFA), [#P6148]    Sigma
®
 
BODIPY [#D3922]      Molecular Probes
®
 
Hoechst [#H33342]      Sigma
®
 
Dimetylsulfoksid (DMSO)     Sigma
®
 
Nucleic Acid Purification Lysis Solution   Applied Biosystem
®
 
Nucleic Acid Purification Elution Solution   Applied Biosystem
®
 
RNA Purification Wash Solution 1    Applied Biosystem
®
 
RNA Purification Wash Solution 2    Applied Biosystem
®
 
PCR vann, [#W4502]      Sigma
® 
RNAse- fritt vann       Sigma
®
 
Primere til sanntids-qPCR     Sigma
®
   
SuperScript
® 
III Reverse Transcriptase, [#18080-051] Invitrogen
TM
 
Complete, EDTA-free tablett     Roche Diagnostics  
Atglistatin, [#M60150-2s]     Xcess Biosciences 
Natriumhydroksid (NaOH), [#71687]   Sigma
®
  
Tricin [#T9784]      Sigma
® 
Sukrose [#S1888]      Sigma
® 
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4-(2-hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid  Sigma
®
 
(HEPES), [#H4034]      
 
Kaliumklorid (KCl)      MERCK 
Magnesiumklorid (MgCl2)     Sigma
® 
NP-40        Sigma
®
 
SDS        Sigma
®
  
EDTA        Sigma
® 
Deoksynukleotider (dATP, dCTP, dGTP og dTTP)  Sigma
®
 
Tilfelidge heksamerprimer (NNNNNN)   Sigma
® 
Etanol        Arcus 
Isopropanol       Arcus 
Sukrose [#S1888]      Sigma
® 
Monteringsmedium med DAPI [#DUO82040]  Duolink
® 
 
3.2 Instrumenter 
Instrumenter      Produsent 
Milli-Q vannrensesystem     Millipore 
Is-maskin (KF85)      Porkka 
CO2 Inkubator (Steri-Cycle)     Thermo Forma
TM 
Vannbad (Julabo ED)      Julabo  
Sentrifuger (Biofuge Fresco)     Heraeus Instruments 
Sentrifuger (Pico 21)      Thermo Scientific 
Automatisk celleteller (TC20
TM
)    Bio-Rad Laboratories 
Sterilbenk (Silverline Blue Series)    Kojair
® 
Lysmikroskop (CKX41)     OLYMPUS 
ColorView Soft Imaging System    OLYMPUS 
Avtrekkskap       Kilab AS 
Labvekt       Sartorius   
Nucleic Acid PrepStation (ABI Prism
®
 6100)  Applied Biosystem
®
 
Spektrofotometer (NanoDrop-1000)    Saveen & werner AB 
PCR maskin (MasterCycler, Epgradient S)   Eppendorf 
Fast Real-Time PCR System (7900HT)   Applied Biosystem
®
 
Ultrasentrifuger (XL-90)     BECKMAN COULTER
®
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Nitrogen, komprimert      AGA 
Cell Disruption vessel (Nitrogenbombe)   PARR
®
 Instrument 
Kjøleskap (MediLine 5°C)      Liebherr 
Fryser (-20°C)       Liebherr, Zanussi 
Fryser (Revco
TM
 UxF -86 °C)    Thermo Scientific 
pH-Meter, (MeterLab
®
, PHM210)    Radiometer Analytical   
Mikroplater leser (Multiskan PLUS MKII)   Titertek    
Printer til mikroplateleser (ThinkJet)    Hewlett packard  
Virvelmikser       VWR
® 
Sonikator (Sonifier 450)     BRANSON 
Fluorescens mikroskop (Heating Units XLS)  Zeiss 
Mikroskop (CKX41)      OLYMPUS 
 
3.3 Kit 
Kit        Produsent 
KAPA SYBR
® 
FAST qPCR Kit [#KR0389]   KAPA Biosystems  
Pierce ® BCA Protein Assay Kit [#23225]   Thermo Scientific   
Triglycerides Enzymatique PAP 150    BioMerieux 
 
3.4 Programvare og internett ressurser  
 
ND-1000 software      Saveen & werner AB 
SDS Software  2.3       Applied Biosystem
®
 
Microsoft Office 2010     Microsoft
® 
 
AxioVision software, Rel.4.8     Zeiss 
Cell
A
 Imaging Solutions for Life Science Microscope OLYMPUS 
RQ Manager        Applied Biosystem
®
 
PubMed       National Library of Medicine 
Google Scholar      Google Inc. 
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4 Metoder 
 
4.1 Proliferering av myoblaster 
 
4.1.1 Cellekarakteristika 
I denne oppgaven har jeg brukt celler fra Plin2
+/+
 og Plin2
-/- 
mus. Disse musene ble laget av 
Knut Tomas Dalen ved Avdeling for ernæringsvitenskap. To ulike populasjoner isolerte 
myotuber ble benyttet, en isolert fra Plin2
+/+
 mus (Donor WT1) og en fra Plin2
-/- 
mus (Donor 
KO5). Myoblastene er tidligere blitt renset opp i samarbeid med Arild Rustan. Både under 
dyrkning og forsøkene ble det tydelig observert forskjellige grad av prolifereringsevne 
mellom donor WT1 og KO5. Under dyrkning Plin2
+/+
 celler (Donor WT1) viste til å 
proliferere saktere enn Plin2
-/- 
celler (Donor KO5), men tok igjen donor KO5 etterhvert. Hos 
Plin2
+/+
 celler fra en av batchene ble det observert opp voksing av andre celler unntatt 
Plin2
+/+
 celler (Donor WT1), antagelig fibroblaster som festes lettere og er vanskelig å fjerne. 
Noe som tyder på ikke godt opprensning. En oversikt over karakteristika Plin2 cellene er vist 
under (Tabell 2): 
 
Tabell 2: Cellekarakteristika 
 Celletype 
Karakteristika Plin2
-/-
(Donor WT1) og Plin2
+/+
(Donor KO5) 
Organisme Mus 
Stamme  C57BL/6 
Vev Skjelettmuskel 
Utledning Primære kulturer isolert fra bakrelår av mus 
Celletype Myoblast 
Morfologi Myoblast 
Differensiering Differensierer til myotuber ved lav serumkonsentrasjon 
Oppbevaring Flytende nitrogen (dampfase) 
 
4.1.2 Collagen I-behandling av celleflasker 
Plin2 celler er primærceller og festes dårlig på vanlige celleflasker. Derfor ble flaskene 
behandlet med kollagen. Kollagen-I er svært viskøs løsning og er vanskelig å jobbe med ved 
høye konsentrasjoner. Derfor ble kollagen-I fortynnet som tørrstoff i autoklavert vann til en 
1 % kollagen-I løsning som ble fortynnet videre for behandling av flaskene. Vi benyttet 1 % 
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Collagen-I løsning (C3867-1 DL) fra Sigma
®
 til å lage vår bruksløsning med 0,01 % 
kollagen-I. 
- 1 ml kollagen-I 1 % løsning ble fortynnet i 40 ml autoklavert vann til kollagen-I 0,01 % 
sluttkonsentrasjon. 
- Kollagen-I 0,01 % løsning ble tilsatt til nye celleflasker slik at vekstoverflaten ble 
dekket av løsningen. Volum av kollagen-I 0,01 % løsning som trengs for den ulike 
celleflaske typene: 
o 4 ml til 75 cm2 celleflasker, 8 ml til 150 cm2 celleflasker 
o 4 ml til 100x20mm petriskåler  
o 1 ml til 12-brønners brett   
o 1 ml til petriskål med glassbunn  
- Flaskene tilsatt kollagen ble oppbevart i kjøleskap med lokk over natt. Dagen etter 
løsningen ble fjernet, og flaskene ble tørket ved romtemperatur uten kork inne i 
avtrekkskap i noen timer. 
- Kollagen-I løsningen som ble sugd av kan gjenbrukes innen to uker.  
 
4.1.3 Uttak av celler fra cellebank 
Opprensede satelittceller isolert fra Plin2
+/+
 og Plin2
-/- 
mus ble lagret i kryorør og oppbevart i 
nitrogentank ved -196 °C med flytende nitrogen. En ampulle (kryorør med celler) ble tint 
raskt på vannbad ved 37 °C og blandet med 10 ml vekstmedium (vedlegg 9.1.1) overført til 
75cm
2
 celledyrkningsflaske med kollagen-I coating og inkubert i CO2-inkubatorskap ved 
37 °C for prolifering. Vekstmediet ble enten byttet senere samme dag eller nesten dag ved å 
suge av gammelt medium forsiktig med pipette, og tilsatt nytt 10 ml vekstmedium for å fjerne 
DMSO fra nedfrysningsmediet for å unngå å få celledød. DMSO ble brukt i frysemedium 
(vedlegg 9.1.2), og har gunstig effekt for frysing av celler for å unngå å få dannelse av 
krystaller av vannmolekyler under nedfrysning som kan ødelegge celler. 
 
4.1.4 Splitting av cellekultur 
Det er viktig at cellekulturer av Plin2 ikke vokser seg konfluente i vekstmedium under 
proliferingsfasen. Da vil myoblastene starte å spontandifferensiere til myotuber og en 
seleksjon av populasjonen vil skje hvor de resterende cellene kan ha lavere evne til å 
differensiere. Derfor Plin2 celler ble splittet når de var 50-70 % konfluente. Gammelt 
medium ble fjernet først fra celledyrkningsflasken med en pipette, og cellene ble vasket raskt 
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1 gang med 5 ml (75cm
2
 flaske) eller 10 ml (150 cm
2
 flaske tilsvarer 2, 75 cm
2 
flasker) PBS. 
2 ml 0,25 % trypsin ble tilsatt per 75 cm
2 
flaske og fordelt godt over hele bunnen. Flasken ble 
inkubert ved 37 °C i noen få minutter før flaska ble dunket forsiktig et par ganger på siden for 
å løsne cellene fra celleflasken. Det ble kontrollert i mikroskopet at cellene er løsnet og tilsatt 
10 ml vekstmedium. Løsningen ble overført til et sentrifugerør og sentrifugert ved 1300 rpm 
for 3 minutter. Supernatanten ble sugd av (eventuelt ble helt forsiktig av) og kastet, og 
cellepelleten ble løst med nytt 10 ml (75cm
2
 flaske) eller 20 ml (150 cm
2
 flaske) 
vekstmedium ved å pipettere opp og ned flere ganger. Fra 2-5 ml (75 cm
2
 flaske) av denne 
cellesuspensjonen ble overført til en ny celleflaske med 10 ml vekstmedium (splittet 1:5 til 
1:2) og inkubert ved 37 °C, 5 % CO2 for proliferering til å så ut til forsøk. Cellene ble splittet 
senest hver 3 dag.  
 
4.1.5 Nedfrysing av celler til cellebank 
Cellene ble dyrket til de er 70-80 % tette og gammelt medium ble sugd av med pipette, og 
cellene vasket 1 gang med 5 ml PBS. Deretter tilsatt 2 ml 0,25 % trypsin som ble fordelt godt 
over bunnen, inkubert i noen få minutter før flaska ble dunket forsiktig. Det ble kontrollert i 
mikroskopet at cellene har løsnet, før 3-4 ml vekstmedium ble tilsatt for å inaktivere trypsin. 
Skal flere flasker fryses ble cellesuspensjonene slås sammen. Cellesuspensjonen ble overført 
til et sentrifugerør og sentrifugert ved 1500 rpm i 5 minutter. Supernatanten ble sugd av 
(eventuelt ble helt forsiktig av) og kastet, og cellepelleten ble løst i frysemedium (vedlegg 
9.1.2). Omtrent 1 ml cellesuspensjon i frysemedium ble overført til hvert kryorør, merket 
med donor og passasjenummer. Det ble beregnet ca.5 kryorør per 75 cm
2
 flaske hvor cellene 
er ca. 80 % konfluente. Rørene ble fryst gradvis ned ved å plasseres ved -80 C over natten, 
før de ble flyttet til nitrogentanken ved -196 C. 
 
 
4.2 Celleforsøk  
 
4.2.1 Laging av BSA-OA stock løsning og Atglistatin 
Oljesyre (OA) virkes ved å tvinge cellene til å lage LD og gjør LD synlige i cellekulturen. 
BSA-OA stock-løsning ble lagd til en konsentrasjon av 2,4 mM BSA og 6 mM OA. 2,4 mM 
BSA stock-løsning (Tabell 3) og 6 mM OA stock-løsning (Tabell 4) ble lagt først hver for 
seg:   
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Tabell 3: BSA (Bovint Serum Albumin) 2,4 mM stock 
Reagens Mengde/Volum 
BSA 5 g 
Milli-Q H2O 28 ml 
NaOH 5 M stock-løsning 210 µl 
 
Tørrstoff BSA (#A8806, Sigma
®
) ble løst med Milli-Q vann under oppvarming. Når all BSA 
ble løst opp, pH i løsningen ble nøytralisert ved tilsetning av 5 M NaOH. Stock-løsningen ble 
brukt videre til å lage BSA-OA stock løsning.  
 
Tabell 4: OA-BSA stockløsning (6 mM OA + 2,4 mM BSA) 
Reagens Mengde/Volum 
Oljesyre (OA) 42,8 mg 
BSA 2,4 mM stockløsning 25,3 ml 
NaOH 0,1 M stockløsning 60 µl 
 
Til 10 ml BSA-OA stock-løsning trengs det 16,95 mg/ml OA, dermed den beregnede OA 
mengde ble blandet med 0,1 M NaOH inntil OA er løst. Viktig å unngå skumdannelse i 
stock-løsningen. BSA stock-løsning ble blandet med OA stock-løsning ved 50 C for 5 
minutter for å binde OA til fettsyrefritt BSA med en OA:BSA forhold på 2,5:1. BSA-OA 
stock-løsning ble sterilfiltrert gjennom 0,22 µm filter, fordelt til kryorør og oppbevart ved -
20 °C. Det resterende BSA stock-løsningen ble brukt som OA-kontroll.  
 
Atglistatin løsning med konsentrasjon 10 mM ble laget ved å løse 2 mg tørrstoff Atglistatin 
((#M60150-2s, Xcess Biosciences) med 705,5 µl DMSO, fordelt til kryorør og fryst ved -
20 °C. 
 
4.2.2 Celletelling og utsåing til forsøk i 12-brønners brett/petriskål 
Før utsåing til forsøk i 12-brønners brett eller petriskål ble cellene telt på automatisk 
celleteller for å så ut passende antall celler i forhold til bunnarealet til brønn/petriskål (Tabell 
5).  
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Tabell 5: Utsåingsoversikt 
Type 
brønn 
Bunnareal Antall 
celler/brønn 
Kollagen 
I 0,01 % 
volum 
Volum  
cellesuspensjon 
Metode  
12-brønner 
(Falcon
®
) 
3,8 cm
2
 100.000 1 ml 1 ml Mikroskopering, 
qRT-PCR, 
Proteinmåling, 
Triglyseridmåling 
Petriskål 
(Falcon
®
) 
75 cm
2
 1.500.000 4 ml 10 ml LD isolering 
Petriskål 
med 
glassbunn 
(MatTek) 
9,6 cm
2
 250.000 1 ml 2,5 ml Mikroskopering 
 
 
For å få cellesuspensjonen ble cellene behandlet som beskrevet tidligere under splitting av 
celler (avsnitt 4.1.4), etter trypsinering med trypsin 0,25 %, hver genotype ble samlet i en 
flaske dersom det var flere flasker som var dyrket, sentrifugert ved 1300 rpm for 3 minutter. 
Supernatanten ble fjernet og cellepelleten ble løst med nytt 10 ml vekstmedium. Deretter ble 
cellene telt ved å ta ut 20 µl cellesuspensjon overført til et Eppendorfrør og blandet med 20 µl 
Trypan Blue Dye 0,40 %. 10 µl av denne celleblandingen ble overført til et telleslidekammer, 
og ble satt på automatisk celleteller maskin. Celletelleren målte total antall celler og antall 
levende celler. Etter beregning av nødvendige mengde cellesuspensjon i forhold til totalt 
antall levende celler i cellesuspensjonen og totalt antall celler som var nødvendig til forsøket, 
den beregnede mengde cellesuspensjon ble overført til en sentrifugerør med nødvendig 
mengde vekstmedium og blandet godt før utsåing til 12-brønnersbrett eller petriskål. Cellene 
ble sådd ut etter (Tabell 5), inkubert ved 37 °C i 5 % CO2-inkubatorskap. Vekstmedium ble 
skiftet hver 3 dag frem til 90-100 % konfluens før differensiering. Både Plin2
+/+
 (Donor WT1) 
og Plin2
-/- 
(Donor KO5) brukte 3 dager til å bli nok konfluente for differensiering.  
 
4.2.3 Differensiering i 12-brønners brett/petriskål 
For at cellekulturen kan brukes videre til forsøk, er det viktig at celler har differensiert seg 
godt. Under differensiering (dag 0) skal cellene slutte å dele seg, men i stedet differensieres 
fra encellede myoblaster til flerkjernede myotuber i totalt 4 dager. Det gamle vekstmedium 
ble fjernet fra dyrkningsflasken med pipette, overført raskt 1 ml (til brønn), 2,5 ml (til 
petriskål med glassbunn) og 10 ml (til petriskål) differensieringsmedium (vedlegg 9.1.3) og 
inkubert ved 37 °C i CO2-inkubatorskap videre for differensiering. 
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Stimulering med oljesyre (OA) 
For å stimulere ferdig differensierte myotuber til å danne LD, ble cellene tilsatt BSA-OA 
stock (beskrevet i avsnitt 4.2.1) i 24 timer, som ble brukt videre til forsøket. En konsentrasjon 
på 100 µM fra BSA stock ble brukt for BSA-basal i ulike forsøksanalyser.  
 
A) Stimulering av Plin2 celler med OA i 12-brønners brett 
For stimulering av Plin2 celler i 12-brønners brett ble det brukt OA konsentrasjon på 0 µM, 
100 µM og 400 µM. BSA-OA stock løsning ble laget først i sentrifugerør og fordelt til 
brønner som skal ha OA med den riktige OA konsentrasjonen avhengig av hvilke forsøk det 
er. Deretter ble brettet inkubert ved 37 °C i CO2-inkubatorskap i 24 timer.  
 
B) Stimulering av Plin2 celler med OA i petriskål  
For stimulering av Plin2 celler i petriskål ble det brukt OA konsentrasjon på 200 µM med 
BSA-OA stock løsning. Deretter ble brettet inkubert ved 37 °C i CO2-inkubatorskap i 24 
timer. 
 
C) Stimulering av Plin2 celler med OA i petriskål med glassbunn 
For stimulering av Plin2 celler i petriskål med glassbunn ble det brukt OA konsentrasjon på 0 
µM, 100 µM og 400 µM. Dermed ble brettet inkubert ved 37 °C i CO2-inkubatorskap i 24 
timer. 
 
En oversikt over utsåing, differensiering, stimulering og høsting for ulike analyser er vist i 
(Tabell 6).  
 
Tabell 6: Utsåing, differensiering, stimulering og høsting 
Dag -3 (-4) Utsåing av Plin2 celler med vekstmedium 
Dag 0 Differensiering 
Dag 3 Stimulering med OA og/eller Atglistatin i 24 timer 
Dag 4 Høsting for ulike analyser 
 
 
4.3 Kvantitativ Real Time - PCR (qRT-PCR) 
Kvantitativ Real-Time PCR (kvantitativ sanntids polymerasekjedereaksjon) er en biokjemisk 
prosess for amplifisering av spesifikke DNA sekvenser fra relativt små mengder av startet 
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material. Kvantitativ qRT-PCR ble utført i to trinn ved bruk av to forskjellige enzymer. 
Første trinn er cDNA syntese fra mRNA ved bruk av enzymet reverse transkriptase (RT) og 
neste trinnet er amplifikasjon av valgte cDNA (blant alle de cDNAer som er tilstede i prøven) 
i en polymerase kjede reaksjon katalysert av DNA-polymerase enzymet.   
 
4.3.1 Dyrking, differensiering, stimulering og høsting av prøver 
For utføring av qRT-PCR ble cellene sådd ut i 12-brønners brett. Cellene ble proliferert og 
differensiert til myotuber som tidligere beskrevet. For hver genotype ble 3 brønner tilsatt 0 
µM eller 100 µM OA i 24 timer. For høsting av celler, ble cellene vasket 1 gang med 1-2 ml 
PBS. Før lysering av cellene ble det laget 1:1 fortynning av 2x nucleic acid purification lysis 
solution i PBS. Dermed ble cellene lysert med 500 µl nucleic acid purification 
lyseringsbuffer i hver brønn. Gjennom lysering av cellene ble cellemembranen ødelagt slik at 
RNA ble tilgjengelig som sitter i kjernen av cellen. For å oppnå fullstendig lysering av 
myotubene, ble brettet ristet forsiktig i 5-10 minutter. Etter ett par minutter celleløsningen ble 
overført til Eppendorfrør (hver brønn til et Eppendorfrør). Alle prøvene ble fryst ned på  
-80 °C til total RNA isolering. 
 
4.3.2 Isolasjon av total RNA 
Isolering av RNA fra celleprøvene ble utført ved hjelp av instrumentet (Nucleic Acid 
PrepStation, ABI Prism® 6100). Prøvene ble tint på is. En sprutebeskyttelsesplate (Splash 
Guard) ble satt i avfallsrommet (Waste), og en RNA-rensebrett (RNA Purification Tray) med 
96-brønner ble satt over i den mobile delen (Carriage) (Figur 11).  
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Figur 11: ABI Prism
®
 6100 instrument. Bildet er modifisert fra [57].  
 
 
RNA isoleringen ble utført ved «RNA Cell»-metoden på ABI 6100 i flere trinn (Figur 12) 
med påføring av vakuum etter hvert trinn som sugde væsken gjennom brønnene og for å gå 
til neste trinn. Trinnene 1-7 i prosessen ble utført over i avfallsrommet (Carriage- i waste 
posisjon) med RNA-rensebrett. Brønnene i RNA-rensebrett (i Waste posisjon) ble fuktet først 
med 80 µl RNA Purification Wash Solution 1 vaskeløsning med vakuum. Deretter tilsatt 
prøveløsningen til sin brønn på RNA-rensebrett, og prøvene ble sugd gjennom ved hjelp av 
vakuum. RNA befant seg nå i et filter i brettet, videre ble brønnene vasket med 500 µl RNA 
Purification Wash Solution 1. Deretter vasket med RNA Purification Wash Solution 2 i tre 
trinner (1. gang med 400 µl, 2. gang med 400 µl og siste gang med 300 µl), som ble sugd 
gjennom ved hjelp av vakuum. RNA-rensebrett ble løsnet opp og ristet i avfallsrommet for å 
fjerne de siste dråpene med vaskeløsninger. Resten av prosessen ble utført over i 
oppsamlingsrommet (Collection) ved at PCR-rør ble satt i oppsamlingsrommet og RNA-
rensebrett i den mobile delen (Carriage) ble fraktet over i oppsamlingsrommet (Collection) 
over PCR-rør. Der ble isolert RNA prøvene eluert med 100 µl Nucleic acid purification 
elueringsløsning og RNA prøvene ble fraktet gjennom hver sitt PCR-rør ved hjelp av 
(Sprutebeskyttelsesplate) 
(RNA-rensebrett) 
(RNA-rensebrett) 
 40 
vakuum. Til slitt ble RNA-rensebrett løsnet opp og ristet på collection posisjon for å få med 
de siste dråpene med eluert prøver i hvert sitt PCR-rør.  
 
Figur 12: Fremgangsmåte for isolering av total RNA på ABI Prism
®
 6100. Bildet er 
hentet fra [58]. 
 
 
RNA prøvene ble satt straks på is for å hindre degradering av RNA. Prøvene ble lagret ved -
80 °C inntil RNA-kvantifisering. 
 
4.3.3 Kvantifisering av RNA 
Før cDNA-syntese ble utført, skal RNA konsentrasjon i prøvene ble målt som ble brukt 
videre til beregning av mengde prøve til cDNA-syntese. Konsentrasjon av RNA i denne 
oppgaven ble målt ved hjelp av NanoDrop-1000 spektrofotometer (Figur 13) fra Thermo 
scientific med forhåndsinstallert NanoDrop-1000 program (ND-1000, v3.8.1). Det er viktig at 
den optiske linsen ikke ble berørt. RNA-prøvene ble tint på is før RNA-kvantifisering ble 
påbegynt. 1,5-2 µl RNAse-fritt vann elueringsvæske ble pipettert først direkte til toppen av 
den optiske linsen på NanoDrop-1000 for å kalibrere apparatet. Apparatet ble innstilt på 
programmet «RNA-40», som gir automatisk kalkulering av RNA konsentrasjon basert på 
målt absorbans. Før prøvene ble tilsatt til den optiske linsen for absorbansmåling, ble 
bakgrunnen nullstilt for alle bølgelengder ved å sette 1,5-2 µl nucleic acid purification 
elueringsløsning (det samme som ble brukt til å løse RNA prøvene) på den optiske linsen. 
RNA prøvene ble blandet godt før måling ved å pipettere opp og ned flere ganger. Deretter 
ble RNA prøve tilsatt med et volum på 1-1,5 µl direkte til den optiske linsen og målt. RNA 
renheten ble bestemt av absorbans forholdet mellom 260 og 280 nm. En ratio under 2,0 for 
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RNA viste proteiner og/eller fenoler som er forurensninger. En normal ratio av isolert RNA 
med foregående kit er omtrent 2,1. Mellom hver måling ble linsen tørket av med en tørr klut. 
Resultatene ble lest av på skjermen, og RNA prøvene ble fryst ned ved -80 °C til senere 
cDNA-syntese eller benyttet straks til cDNA-syntese.   
 
 
Figur 13: Illustrasjon av NanoDrop-1000 spektrofotometer. Bildet er modifisert fra [59].  
 
 
4.3.4 Syntese av cDNA  
Syntese av cDNA er første trinn for qRT-PCR, cDNA kalles for komplementært DNA som 
ble syntetisert fra total RNA ved hjelp av revers transkriptase enzymet. cDNA syntese i 
denne oppgaven ble utført ved hjelp av SuperScript
® 
III Reverse Transcriptase fra 
Invitrogen
TM
. Bruk av oligo dT(8)-primer (TTTTTTTT) hver mRNA gir opphav til en lang 
cDNA, mens ved bruk av tilfeldig heksamerprimer (NNNNNN) hver mRNA gir opphav til 
flere kortere cDNAer. Bruk av tilfeldig heksamer primer ble foretrukket, siden denne 
teknikken er mindre utsatt for eksperimentelle feil forårsaket av RNA degradering. Videre 
kan da denne cDNA ble benyttet som templat til amplifiseringen av dobbeltrådet DNA under 
qRT-PCR.   
 
RNA prøvene og reagenser ble tint på is og mikset på virvelmikser. RNA-konsentrasjon målt 
under kvantifisering av RNA ble brukt til å beregne volumet av RNA-prøve, som ble brukt 
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videre til cDNA-syntese (for å få 200 ng RNA/reaksjon), ved å dele 200 ng konsentrasjonen 
på RNA-konsentrasjoner målt under kvantifisering av RNA i den enkelte prøven 
(konsentrasjon i ng/ µl). Hver reaksjon skal ha et sluttvolum på 20 µl, hvor 8 µl er 
reaksjonsmiks løsning og resten er PCR-vann. Volumet PCR-vann til hver prøve ble også 
beregnet for å få et volum på 12 µl i hver brønn. En reaksjonsmiks ble laget i et Eppendorfrør 
etter følgende oppskrift (Tabell 7):  
 
Tabell 7:  Oppskrift for reaksjonsmiks til cDNA syntese 
Reagens Volum (µl) per brønn 
PCR-vann (RNAse-fritt vann) 0,75 
5x SuperScript RT-buffer 4 
Ditiotreitol (DDT) 0,1 M 1 
Tilfeldige heksamer 50 µM 1 
Deoksynukleotider (dNTP) 10 mM 1 
SuperScript III enzym 0,25 
Total  8 per brønn 
 
Før tilsetning av SuperScript III enzym til reaksjonsmiksen ble det en prøve på 7,75 µl tatt ut 
og pipettert til kontroll brønnen (kontroll 1). Dette ble brukt som negativ kontroll cDNA 
reaksjon (reaksjon uten revers transkriptase enzym) for å kontrollere DNA kontaminanter i 
RNA prøvene. I denne prøven ble det pipettert noen valgfrie RNA prøver (hver med 1/3 av 
RNA konsentrasjon brukt for RNA prøver) med 12 μl PCR-vann. Deretter ble SuperScript III 
enzymet tilsatt til reaksjonsmiks løsningen. 8 µl av reaksjonsmiksen ble pipettert til de 
resterende bønnene (prøvene og negativ kontroll med vann unntatt negativ kontroll uten SS 
III enzym). Til negativ kontroll med vann (kontroll 2) ble ingen RNA-prøve pipettert for å 
kontrollere reaksjonsmiksen.  
 
Den beregnede RNAse-fritt vann og riktig RNA prøve ble pipettert til brønnene. Etter all 
pipettering, bestod alle brønnene med 20 µl med inneholdt 20 ng/µl total RNA. Brønnene ble 
forseglet med en plastikkstrips (PCR domed Cap strip). Innholdet i brønnene ble mikset godt 
med virvling og spinnet ned. Brønnene ble satt inn i PCR maskin (Mastercycler Epgradient S) 
og cDNA-syntese ( 
Figur 14) ble kjørt med tre faser (Tabell 8): 
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Tabell 8: cDNA syntese i PCR maskin (Mastercycler Epgradient S) 
Fase Temperatur Tid  
Annealing og revers 
transkripsjon 
50 °C 60 min Primere (Tilfeldig heksamer) binder 
seg til mRNA og revers 
transkriptase transkriberer en 
komplementær DNA-tråd (cDNA) 
med mRNA som templat 
Enzym inaktivering 72 °C 15 min Revers transkriptase enzymet ble 
inaktivert 
Avkjøling Rom 
temperatur 
∞ cDNA prøvene ble avkjølt  
 
 
Figur 14: komplementær DNA (cDNA) syntese. Bildet er hentet fra [60]. 
 
 
Etter avkjøling i romtemperatur ble cDNA prøvene oppbevart ved -20 °C eller -80 °C for 
lengre oppbevaring inntil qRT-PCR. 
 
4.3.5 Kvantitativ sanntids-PCR (qRT-PCR) 
Det neste trinnet er amplifisering av valgte transskribert blant alle cDNAer til stede i cDNA 
reaksjon. I en cDNA reaksjon som består av små segmenter av enkelttrådet cDNA blir disse 
amplifisert i en polymerasekjedereaksjon ved bruk av DNA polymerase enzym og to 
oligonukleotid primere (forward og revers). I qPCR reaksjon genereres det kopier av et DNA 
templat eksponentielt, som resulteres til et kvantitativt forhold mellom mengde cDNA 
sekvenser i utgangspunktet og mengde PCR produkt (amplikon) som akkumuleres ved en 
bestemt syklus.  
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Deteksjon av PCR-produkt 
Amplifisering av DNA på qPCR består hovedsakelig av tre faser: [61] 
- Baseline fase 
Under den fasen er fluorescensen for lav til å kunne detektere DNA amplifikasjonen og 
ligger under deteksjonsgrensen (terskelgrense). Baseline går ofte fra syklus 3 til 15, men 
ofte må den endres manuelt.  
 
- Eksponentiell/log fase 
Hastigheten av DNA amplifiseringen øker eksponentiell, ved at det vil være nok tilgang 
på primer og reagenser for å danne ny DNA. Under denne fasen vil signaler gå over 
terskelverdien.  
 
- Platå fase 
Etter hvert som reagenser blir brukt opp og det er ikke lenger mulig for å danne DNA 
produkter (amplikon), hastigheten av DNA amplifikasjon synkes, og grafen flater ut som 
vist i (Figur 15) [61].  
 
Et data program kalkulerer en ΔRn verdi, og et amplifikasjonsplott lages for forsøket ved å 
plotte antall PCR-sykluser (x-aksen) mot fluorescensintensitet fra amplifikasjonen (ΔRn, y-
aksen). ΔRn beregnes fra ligningen Rn = Rnf – Rnb, hvor Rnf er fluorescens emisjonen av 
produkt ved hver tid. Rnb er fluorescens emisjon av baselinjen (utgangspunkt). Gjennom 
tidlig syklus av PCR amplifisering, ved baseline fasen er ΔRn verdi uforandret (Figur 15) 
[61]. 
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Figur 15: Amplifiseringsplott av qPCR.  
Amplifisering av cDNA til DNA består av 3 faser; 1) baseline, 2) log/eksponentiellfase og 3) platåfase. ΔR viser 
fluorescens emisjon av produkt minus fluorescens emisjon av baselinje. ΔR verdi er plottet mot antall PCR 
sykluser i grafen. Ct-verdien er punktet hvor antall PCR sykluser er nødvendig for å komme over til 
terskelverdien. Fra dette Ct-punktet vil mengde DNA produkt øke eksponentielt til det når platåfasen hvor 
amplifiseringen flater ut. Figuren er modifisert fra [61]. 
 
 
En terskelverdi (Threshold Line) velges av et dataprogram, basert på variabilitet av baselinjen 
for alle genererte prøver. Antall sykluser som må til for at det fluoriserende signalet når 
terskelverdien brukes til å beregne Ct-verdien av prøve. Denne Ct-verdien oppstår alltid i 
eksponentielt fasen. Tilstedeværelse av større mengde templater (RNA omgjort til cDNA) i 
begynnelsen av en PCR reaksjon fører til at færre PCR sykluser er nødvendig for å 
akkumulere nok produkt til å nå det punktet hvor det fluorescerende signalet er signifikant 
høyere enn bakgrunn, dermed produktet får en lav Ct-verdi. Templater med mindre 
konsentrasjoner trenger flere PCR sykluser før terskelverdien oppnås, og derfor får produktet 
høyere Ct-verdi. Forskjeller i Ct-verdiene ble benyttet til å bestemme differansen i 
konsentrasjon av opprinnelig mengden templatet fra ulike prøver [61].  
 
Fluoriserende teknologi 
To forskjellige teknologier er blitt utviklet til deteksjon av DNA produkter (amplikon) som 
akkumuleres, SYBR Green og TaqMan probe. SYBR Green er den enkleste og mest kost-
effektive metoden for amplifisering av qPCR, men TaqMan er sikrere og dermed bedre enn 
SYBR Green [61]. I begge metoder brukes det tilnærmet samme reagenser (DNA 
polymerase, nukleotider og en buffer tilpasset enzymet), men ulike primersystem og 
reagenser som gir fluorescerende signal. I SYBR Green brukes kun to primere, tilsvarende en 
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normal PCR reaksjon. I TaqMan probe system brukes to vanlige primere kombinert med en 
probe som binder mellom disse to primerne. TaqMan proben er merket med et fluoriserende 
responsmolekyl og et ikke fluoriserende suppresjonsmolekyl som gir signal når proben 
ødelegges under PCR reaksjonen. SYBR Green er et stoff som binder seg til dobbelttrådig 
DNA. Denne bindingen er ikke spesifikk og SYBR Green molekylet kan binde seg til all 
dtDNA som dannes under PCR reaksjonen, for eksempel primer-dimere eller amplifisering 
av et feil produkt. Selv om SYBR Green er mindre spesifikt er en stor fordel er at 
primerteknologien er mye billiger og kan brukes med hvilket som helst primer par på hvilket 
som helst target [61]. I denne oppgaven ble det benyttet SYBR Green teknologi. 
  
SYBR Green 1 
SYBR Green 1 er et molekyl som bindes til dobbeltrådig DNA (dtDNA) med interkalerering 
mellom de to trådene i DNAet (Figur 16). SYBR Green 1 emitterer lite fluoriserende lys når 
den er ubundet til DNA, men emitterer et sterk fluoriserende lys ved binding til dtDNA.  
Fluorescensen samsvarer lineært med mengden dtDNA i en løsning og det fluoriserende 
signalet forsvinner når DNA er denaturert. En økt mengde amplifisert DNA under hver PCR 
syklus gir en økning i fluorescens som måles ved enden av elongasjonstrinn. Emisjonen gir et 
mål på den totale massen av dobbeltrådet DNA, og ikke bare antall produsert target kopier 
(Figur 16) [61].  
 
 
Figur 16: SYBR Green 1 assay ved qPCR.  
Ubundet SYBR Green 1 i løsningen emitterer lite fluoriserende lys, og ved binding til dobbeltrådig DNA 
(dtDNA) emitters sterk fluoriserende lys. Figuren er modifisert fra [61].  
 
 
Fremgangsmåte 
I denne oppgaven ble det kjørt qRT-PCR på diverse gener som koder for proteiner på 
overflaten av LDer (vedlegg 9.2.1). Til dette formålet ble det brukt KAPA SYBR
®
 FAST 
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qPCR Kit med Master-Mix (2X) Universal fra KAPA Biosystems. Denne Master-Mix 
inneholder SYBR
®
 Green I fluorescerende fargestoffet, MgCl2, fire deoksynukleotidene 
(dNTP) og stabilisatorer. cDNA-prøvene og reagenser ble tint på is.  I tillegg til cDNA 
prøvene ble det laget to negative kontroller for hvert primersett; en negativ kontroll uten 
cDNA (Master-Mix med PCR-vann) for å kontrollere Master-Mix løsningen, og en negativ 
kontroll uten Master-Mix (cDNA med PCR-vann) for å kontrollere mRNA forurensninger. 
Først ble en SYBR Green PCR Master-Mix løsning lagd for hvert primersett (forward og 
reverse) etter følgende oppskrift (Tabell 9). Alle reaksjons Master-Mix løsninger ble blandet 
godt og cDNA prøvene ble fortynnet 5 ganger med 80 µl RNase-fritt vann til en 
konsentrasjon på 2 ng/µl. 
 
Tabell 9: SYBR Green PCR Master-Mix løsning for hvert primersett 
M-mix (Each Assay) Volum per brønn (µl) 
PCR-vann 2,3 
SYBR Green I Master-Mix 5 
Primer (5’ og 3’ primer) 0,2 
Totalvolum 7,5 
Tilsetter senere 
 
cDNA (5x fortynnet) 
 
 
2,5  
 
MicroAmp
®
 Optical 96-brønners plate ble brukt for qPCR analyse. Det ble pipettert 7,5 µl 
master-miks løsning til alle brønner med den aktuelle primer. Deretter ble 2,5 µl fortynnet 
cDNA eller kontroller pipettert til hver sin brønn (totalvoum 10 µl per brønn). Etter all 
pipettering i plate, brettet ble forseglet med plastfilm fra MicroAmp
TM
 Optical Adhesive Film 
som ble klistret godt på platen og forseglet rundt alle brønnene. Platen ble mikset godt for å 
blande reagensene og spinnet ved 1200 rpm i 1 minutt før brettet ble plassert i ABI-7900HT 
instrument fra Applied Biosystem
®
 og maskinen ble startet med SDS 2,3-programvaren for 
DNA amplifisering og automatisk deteksjon av fluorescens for hver syklus (Tabell 10).   
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Tabell 10: Trinnene under qRT-PCR reaksjon  
Trinn Temperatur Tid Notat  
1. Initial 
denaturering 
(Enzym aktivering) 
95 °C 3 min Effektiv aktivering av DNA polymerase. Syntese 
av dobbeltrådet templat DNA og initiering av 
denaturering 
2. Denaturering 95 °C 10 sek Denaturering av dobbeltrådet DNA templat 
(dsDNA) til enkelttrådet DNA (ssDNA) 
3. Annealing og 
elongering 
60 °C 20 sek Sekvens spesifikke primers anneal (bindes) til 
hver enkelt DNA-tråd.  
DNA polymerase hekter på DNTPs til 3' enden 
av primer for syntetisering av dobbelttråd DNA  
4. Data   Fluorescens lys av prøvene samles etter hvert 
ekstensjonstrinn 
Repetisjon   Trinn 2-4 repeteres totalt 40 ganger (Figur 18) 
   
Figur 17. Prinsippet for en PCR-analyse.  
Her syklus består av tre trinn, og disse gjentas flere ganger. I løpet av få timer får man dermed kopiert opp 
mange millioner nye kopier. I det første trinnet varmes prøven til 94 °C for å få splittet de to trådene i DNA-
dobbelttrådet. Etter at DNA er denaturert, temperaturen senkes til et nivå der de to primerne kan binde seg til 
hver sin komplementære DNA-tråd. Etter at primerne har festet seg, temperaturen heves til 72 °C til ny DNA-
tråd syntese. Figuren er modifisert fra [62].  
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Figur 18: Diagram over temperatursyklusene i en PCR reaksjon.  
PCR reaksjon starter med denaturering hvor løsning varmes opp til ~95 ºC med påfølgende annealing som skjer 
ved ~60 ºC og elongering ved 72 ºC. Bildet er modifisert fra [63].  
 
 
4.3.6 Analyse av qRT-PCR data 
Etter endt PCR-reaksjon ble resultatene automatisk beregnet ved hjelp av SDS 2.3 program 
fra Applied Biosystem
®
. To forskjellige strategier finnes for analysering av qRT-PCR data, 
for måling av et target i prøve (mRNA tilstede) ved å ta utgangspunkt i utgangsmaterialet til 
PCR (mengde cDNA ved begynnelse av qRT-PCR), absolutt og relativ kvantifisering 
metode. I absolutt metode brukes, en mRNA av en kjent konsentrasjon til å lage en 
standardkurve. Denne kurven kan så brukes som en referanse for ekstrapolering av mRNA 
target. En annen metode er relativ kvantifisering metode, også kalt for komparativ terskel 
metode (2
-ΔΔCt
 metode). I denne metoden sammenlignes prøve (mengde RNA) mot en 
referansekontroll (endogenkontroll), som også kalles for et «housekeeping» gen [61]. 
 
Real-time qPCR i denne oppgaven ble utført med relativ kvantifisering metode, som 
eliminerte behovet for å lage standardkurve. Mengde av valgt gen i prøvene ble normalisert 
mot TATA bindende protein (TBP) som endogenkontroll.  
Relativt uttrykk av RNA ble beregnet etter denne formelen, hvor ΔΔCt er resultater fra qRT-
PCR:  
 
𝑅𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣 𝑓𝑜𝑟𝑠𝑘𝑗𝑒𝑙𝑙 = 2−∆∆𝐶𝑡 =  2−∆𝐶𝑇 𝑒𝑛𝑑𝑜𝑔𝑒𝑛 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙− ∆𝐶𝑇 𝑝𝑟ø𝑣𝑒 
 
Forsøket ble utført en gang, med tre paralleller for hver behandling. Ct-verdien av prøvene 
ble beregnet automatisk, dataene ble eksportert til Excel som videre analyse. 2
-ΔCt
 verdien av 
prøve og det endogene kontroll ble beregnet, 2
-ΔCt
-forholdet mellom prøve og endogent 
kontroll (TBP) ble beregnet. Den endelig beregnede mengden er gjennomsnitts 2
-ΔCt
 verdi av 
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tre paralleller, standardavviket ble beregnet også. Gjennomsnittet ble brukt til å tegne det 
relative mRNA nivå i de forskjellige genene.  
 
4.4 Kvantifisering av triglyserider 
 
4.4.1 Høsting av Plin2 celler i 12-brønners brett 
Cellene ble sådd ut i 12-brønners brett, behandlet med DMSO og 10 µM Atglistatin 
(beskrevet i avsnitt 4.2.1), stimulert med 100 µM og 400 µM OA i 24 timer.  
Før høsting av celler, lyseringsbuffer med RIPA (vedlegg 9.3.1) og 25x Complete stock 
(vedlegg 9.3.2) ble laget. Complete er proteaseinhibitor for å unngå protein nedbrytning. 
RIPA buffer lyserer cellene. Hele høsting arbeidet foregikk på is. Gammelt medium ble 
fjernet fra brønner, og cellene vasket en gang med kaldt PBS. 500 µl kaldt PBS ble fordelt til 
to tilsvarende brønn for hver prøve. Cellene ble skrapet løs med celleskrape og innholdet fra 
to brønner ble overført til et Eppendorfrør. Prøvene ble spinnet ved 4000 rpm i 3 minutter på 
4 °C. Supernatanten ble sugd av forsiktig og cellepellen ble løst i 20 µl PBS + Complete 
(vedlegg 9.3.3). Celle suspensjon ble fryst ned ved -80 °C inntil protein og TG måling. Det 
ble etter høsting testet ut at RIPA buffer ikke interfererer med TG-målingen og prøvene ble 
derfor tilsatt 20 µl 2xRIPA + Complete (vedlegg 9.3.4) for å lysere cellene bedre for 
sonikering og og TG og protein måling.  
 
4.4.2 Sonikering av prøver 
Før måling av triglyseridkonsentrasjon ble celleprøvene sonikert på en sonifier maskin fra 
Branson Sonifier
®
 som sender ut ultralyd som homogeniserer prøven. Metoden brukte 
pulserende, høy frekvens lydbølger til å agitere og homogenisere celler. Dette var viktig for å 
få en homogen løsning for å kunne beregne riktig mengde triglyseridkonsentrasjon. 
Sonikering er prosessens om konverterer et elektrisk signal til fysisk vibrasjon som kan rettes 
mot prøvene for å ødelegge cellemembraner og andre cellekulturer. For å hindre overdreven 
oppvarming ble ultralydbehandling anvendt i flere korte støt til prøvene som var nedsenket i 
et isbad.   
 
4.4.3 Kvantifisering av triglyserider 
Triglyserid (TG) konsentrasjon ble målt med «Triglycerides Enzymatique PAP 150 (TG PAP 
150)». TG konsentrasjon ble målt i en 96-brønners mikroplate med 20 µl per brønn. Metoden 
 51 
er basert på en fire-trinns reaksjon hvor triglyserider ble omdannet til quinoneimine. 
Fargeintensiteten fra quinoneimine er proporsjonal med triglyseridinnholdet i prøvene. 
Nøyaktig pipettering var viktig for riktig resultat i prosedyren. 25 ml Reagens 2 overføres til 
en flaske av Reagens 3 (pulver) og blandes forsiktig. Reagens 1 (2 µg/µl TG) ble brukt for 
standardløsning ved å lage en fortynning 1:1 med vann for standardkurve. Økende volum av 
fortynnet TG standard med kjent konsentrasjon på 1 µg/µl ble pipettert til 96-brønners 
mikroplate, med to paralleller for hver standardkonsentrasjon for å kontrollere riktig 
pipettering (Tabell 11):  
 
Tabell 11: TG standard 
Standard TG standard/reagens 1(1 µg/µl) H2O 
TG 0 µg 0 µl 20 µl 
TG 1 µg 1 µl 19 µl 
TG 2 µg 2 µl 18 µl 
TG 3 µg 3 µl 17 µl 
TG 4 µg 4 µl 16 µl 
TG 6 µg 6 µl 14 µl 
TG 8 µg 8 µl 12 µl 
TG 20 µg 20 µl  - 
 
Det er viktig å virvle prøvene på vivelmikser før pipettering. Dermed 20 µl av hver prøve ble 
pipettert til 96-brønners plate, med to paralleller for hver prøve. Til slutt tilsatt 200 µl løsning 
(Reagens 2 + 3) til alle brønnene(både standard og prøvene). Platen ble ristet forsiktig nøye 
for å blande innholdet i brønnene, plate ble forseglet med plastdeksel og satt til inkubator ved 
37 °C for 5 minutter. Rosa farge ble observert på standard brønnene (jo høyere konsentrasjon 
av standard- jo sterkere farge) og prøvene avhengig av hvor mye TG de inneholder. 
Absorbansen ble målt ved 505 nm (492-550nm) på mikroplate leser. Det ble laget en 
standardkurve basert på den målte absorbans verdien fra standarder og TG konsentrasjon fra 
prøvene ble beregnet ut fra standardkurven.  
 
 
4.5 Kvantifisering av proteiner 
 
4.5.1 Kvantifisering av protein  
Proteinkonsentrasjon i prøvene ble målt med Pierce
TM
 BCA Protein Assay Kit. Metoden er 
basert på en to-trinns reaksjon, først ble Cu
2+
 redusert til Cu
1+
, og det dannes en kompleks 
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mellom Cu
1+
 og protein gjennom amidbindinger (Biuret reaksjon). I det andre trinnet en lilla-
farge kompleks mellom to BCA(Bisinkoninic acid) molekyler og en Cu
1+
 dannes ved 
chelatering. Denne vann-løselige komplekset vises med en sterk absorbans ved 562 nm. 
Proteinkonsentrasjon i prøvene ble målt i en 96-brønners mikroplate med 10 µl per brønn. 
Viktig med nøyaktig pipettering for riktig resultat i denne prosedyren. Bovine serum albumin 
(BSA) ble brukt for laging av standardkurve. Standarder ble generert ved hjelp av økende 
volum av BSA med kjent konsentrasjon 2 µg/µl (Tabell 12). Det ble pipettert to eksemplarer 
av hver standardkonsentrasjon for kontrollering av riktig pipettering.  
 
Tabell 12: BSA standard  
Standard BSA standard (2 µg/µl) H2O 
Standard 0 µg 0 µl 10 µl 
Standard 1 µg 0,5 µl 9,5 µl 
Standard 2 µg 1 µl 9 µl 
Standard 4 µg 2 µl 8 µl 
Standard 6 µg 3 µl 7 µl 
Standard 8 µg 4 µl 6 µl 
Standard 12 µg 6 µl 4 µl 
Standard 16 µg 8 µl 2 µl 
 
Eppendorfrør med prøvene ble tint på is og virvlet på virvelmikser før pipettering. En 
fortynning av 2xRIPA sammen med vann til 1:1 ble laget. Et volum på 8 µl av denne RIPA 
buffer + vann og 2 µl av prøve ble pipettert til hver brønn i 96-bønners mikroplate, med 2 
paralleller av hver prøve. Totalvolum mikset BC løsning som var nødvendig for både 
standarder og prøvene ble beregnet, og volum BCA-reagens A og BCA-reagens B ble blandet 
i forhold 50:1. Til slutt 200 µl mikset BC-løsning ble pipettert til alle hver brønn (både 
standard og prøver). Platen ble ristet forsiktig for å blande innholdet, deretter platen ble 
forseglet med plastdeksel og satt til inkubator ved 37 °C for 30 minutter. Lilla farge ble 
observert på standard (jo høyere konsentrasjon av BSA standard- jo sterkere farge) og 
prøvene avhengig av hvor mye protein konsentrasjon de inneholder. Absorbansen ble målt 
ved 562 nm på mikroplate leser. En standardkurve ble laget basert på den målte absorbans 
verdier fra standarder på samme måte som TG-måling, og protein konsentrasjon fra prøvene 
ble beregnet ut fra standardkurven.  
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4.6 Isolering av lipiddråper 
 
Lipiddråper (LD) er organeller som finnes i de fleste celle kulturer, spesielt når cellene er 
sådd ut i medium tilsatt serum eller eksogene fettsyrer. LDer er mer flytende enn andre 
cellulære komponenter på grunn av det relative lave proteininnhold og den nøytrale 
lipidkjernen som TG eller kolesterolestere, og kan derfor lett isoleres ved sentrifugering. 
Isolering av LDer er avhengig av den flytende tettheten av LDer som er <1g/cm
3
 [64]. 
Nitrogen bombe brukes for homogenisering og oppbrytning av celler [64, 65]. Sammen med 
kortvarig lavhastighets sentrifugering og ultrasentrifugering med en usammenhengende 
tetthetsgradient vil en samle >95 % av LDer fra cellesuspensjon og er en effektiv metode for 
isolering av LDer fra cellekulturer [64]. Det isolerte LDer kan benyttes videre som en kilde 
til å studere lipidkomponenter med tynnsjiktkromatografi (TLC) eller studere proteiner på LD 
med Western analyse [66]. Dersom isolerte LDer brukes til å analysere proteiner, er det 
nødvendig med vasking av LDer gjennom flere sentrifugering trinner for å fjerne rester av 
forurensende membraner inkludert mikrosomer, mitokondriene og fragmenter fra 
plasmamembraner [64].   
 
4.6.1 Nitrogen kavitasjon for celle oppbrytning 
Den mest kritiske trinn i isolering av LDer er valg av metode for oppbrytning av celler for å 
holde LDer intakt, spesielt når man jobber med celler som inneholder store LDer. Lett 
homogenisering ved bruk av nitrogen bombe gir bedre resultater [64]. Celleoppbrytning med 
nitrogen kavitasjon er basert med en rask dekompresjon av en cellesuspensjon i en 
trykkbeholder. Nitrogen er løst i cellesuspensjon under høy trykk innenfor en 
kavitasjonskammer [67].  
 
Nitrogen bombe består av en magnetisk prøve kammer som ligger i bunnen av nitrogen 
bombe, som er koblet til en utløp-verdi, en O-ring mellom bunnen og lokket. Lokket består 
av N2 innløp-verdi og utløp-verdi og trykkmåler. Lokket er festet til bunnen av et sterkt stål 
(vippedeksel), som er en to-komponent holdering som i sin tur er festet av en ytre ring som 
holdes på plass med en enkel skrue [67].  
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Figur 19: Nitrogen kavitasjon bombe.  
Cellesuspensjonen plasseres i magnetisk prøve kammer, lokket er posisjonert med en O-ring mellom lokket og 
bunnen for en god tetning. To-komponent vippedeksel blir lokket til bunnen, og vippedeksel holdes på plass 
med en ytre ring i lokket. Nitrogen gass tilføres via N2 innløp-verdi, mens andre utløp-verdier er lukket. 
Gjenværende nitrogengass slippes ut gjennom utløp-verdi på lokket. Kavitasjonskammer settes under trykk med 
nitrogengass for ekvilibrering, cellesuspensjon frigjøres fra utløp-verdi dråpevis.  Figuren er modifisert fra [67]. 
 
Før cellesuspensjoen settes i nitrogen bombe, skal celler vaskes med PBS [65] og 
resuspenderes med buffer [67]. Sammensetningen av buffer skal være kompatibel med senere 
eksperimentell behov. Bruk av løsninger som er hypoton (mangler elektrolytter) reduserer 
aggregering av LDer med andre subcellulære organeller. Bruk av hypotone løsninger har ikke 
betydning i integriteten av LDer siden de ikke har noen vandige rom. Siden deler av 
endoplasmatisk retikulum (ER) og mange mitokondrier er ofte tett stilt opp imot LDer i 
intakte celler, isolerte LDer skal inneholde lave nivåer av disse membraner [64]. I tillegg skal 
protease inhibitor brukes i buffer for å unngå oppbrytning av proteiner. Dersom det benyttes 
hypoton buffer under oppbrytning av celler, sukrose tilsettes til LD suspensjon for å justere 
tettheten (oppnå iso-osmolaritet) [67]. For isolering av LDer fra skjelettmuskel brukes buffer 
A (25mM Tricin pH 7.6, 250 mM sukrose) for å resuspendere cellene med før nitrogen 
bombe [65]. Etter at cellesuspensjonen er overført til nitrogen bombe, røret fra 
nitrogentanken kobles til N2 innløp-verdi av bomben, hoved-verdi mellom bombe og 
nitrogentanken åpnes, mens alle andre verdier skal løses. Dermed hoved-verdien av nitrogen 
sylinder åpnes for overføring av nitrogengass til bomben til en trykk på 500 psi [65, 67]. Etter 
overføring av nitrogengass, hoved-verdien av nitrogen sylinder og hoved-verdi mellom 
bombe og nitrogentanken skal lukkes, mens utløp-verdi av nitrogentanken åpnes for å fjerne 
resterende nitrogengass. Nitrogen bombe settes under trykk med nitrogengass på is til å sikre 
tilstrekkelig prøve avkjøling for 15-20 minutter for ekvilibrering for å gi tid til nitrogengass 
N2 innløp-verdi 
Utløp-verdi 
Ytre ring 
Trykkmåler 
Utløp-verdi 
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til å bli fullstendig oppløst i buffer (større volumer krever lengre tid) [65, 67]. Nitrogengass i 
bomben kommer ut av løsningen, danner bobler som utvider og sprekker cellene [67]. 
Cellesuspensjonen samles opp i en tube ved å åpne utløp-verdi gradvis mens trykket avtar, 
suspensjonen frigjøres dråpevis gjennom utløp-verdi. Dette trinnet er kritisk, dersom det 
åpnes for fort vil det resultere i skyting av prøven ut (mulig spruting av cellesuspensjon ut av 
oppsamlingstuben), også resulterer skumdannelse og ineffektiv oppbrytning av celler [65, 
67].  
 
4.6.2 Kortvarig lavhastighets sentrifugering 
Cellesuspensjonen etter nitrogen bombe sentrifugeres kortvarig ved lavhastighet (3000rpm, 
10 min, 4 °C) for å fjerne cellekjerner og uløste celler [65]. LDer flyter raskt på overflaten 
(supernatant) [67], cellemembraner og spesielt mitokondrier kan følge med LD, cellekjerner 
og uløste celler samles ned i bunnen røret (pellet) som fjernes [64].  LD supernatanten brukes 
videre for gjenoppretting av membraner og cytosol hvor LDer ligger [67].  
 
4.6.3  Tetthetsgradient ultrasentrifugering 
Forurensninger (membraner, mitokondrier) av LDer kan minimeres med ultrasentrifugering, 
ved lagdeling tetthetsregulerte cellelysat under ett eller to med avtagende tetthet i en 
tetthetsgradient før sentrifugering. LDer beveger seg oppover gjennom lagene av gradient og 
reduserer etterlevelse av forurensende membraner i LDer og løser dråper fra løselige 
proteiner. Videre fjerning av forurensende membraner genereres ved flotasjon av det isolerte 
LDer gjennom flere usammenhengende tetthetsgradient, som kan omfatte løsninger 
inneholdende glukose. LDer kan isoleres ved å bruke rør med forskjellige volumer av 
gradient løsninger, ved bruk av redusert volum av gradient løsninger vil et høyere nivå av 
forurensende membraner flyte med LD fraksjonen [64]. Bred diameter rør anbefales ikke for 
isolering av LDer fra et relativt lite antall celler, siden da vil LD laget være diffuse som 
forstyrrer LD takingen. I tillegg svingende-rotor anbefales for å samle det meste av LD 
fraksjoen i et lite volum og holder flytende LDer kompakt på toppen av røret [64]. LD 
supernatanten overføres til Beckman ultrasentrifugerør, buffer B (20mM HEPES, pH 7.4, 
100mM KCl, 2mM MgCl2 og sukrose) overføres forsiktig på toppen av LD supernatant og 
buffer B (20mM HEPES, pH 7.4, 100mM KCl, 2mM MgCl2) som siste lag uten å mikse. Det 
er viktig å være i stand til å se skillelagene [65]. Tetthetsgradient ultrasentrifugering utføres i 
300 000xg i 1 time ved 4 °C [65, 66]. Etter sentrifugering, LDer kan ses som et melkeaktig 
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sjikt på toppen av rør [64, 65]. Dersom det er et klar oljeaktig lag kan det være grunn til 
ødeleggelse av LDer under prøveopparbeidelse, dette indikerer dårlig isolering av LDer. En 
del av flytende LDer vil også kunne følge sidene av rørene, og til overflaten av pipette som 
brukes til å samle LD fraksjonen. I tillegg dersom tetthetsgradient lagene i rør forstyrres 
under håndtering av røret eller samling av LDer, fører til at LD virvles ned i topplaget av 
gradienten, slik at LD taking blir vanskeligere. Den relative renheten av LD fraksjonen kan 
påvirkes av flere faktorer, inkludert størrelsen av LDer og antall LDer i cellekulturen. Celler 
som har svært liten LDer, lavere nivå av forurensninger kan forventes ved isolering av LDer, 
etter sentrifugering vil det gi en klar, men relativt tynn LD lag [64]. Etter tetthetsgradient 
ultrasentrifugering er det viktig å vaske LDer i flere trinn for å få tak i mest LDer med minst 
mulig buffer. Dermed skal LD fraksjonen sentrifugeres ved 20,000xg i 4 minutter, og den 
underliggende oppløsningen under LDer blir fjernet forsiktig med kanyle, og LDer 
resuspenderes i 200 µl buffer B, vaskeprosedyren gjentas flere ganger til det ikke observeres 
mer cellepellet. Frysing og tining kan skade LDer. Etter vasking kan LD prøve brukes til 
biokjemisk, morfologisk og funksjonell analyse [65].  
I denne oppgaven ble LD isolering utført ved hjelp av nitrogen bombe for oppbrytning av 
celler, sammen med kortvarig lavhastighetssentrifugering og ultrasentrifugering med en 
usammenhengende tetthetsgradient som gir en renere LD fraksjon med minimal forurensning. 
Formålet med LD isolering var å kunne bruke LDer analytisk til tynnsjiktkromatografi (TLC) 
for å studere lipidkomponenter eller Western analyse til å studere proteiner på LDer.   
 
4.6.4 Høsting av Plin2 celler i 75 cm2 petriskål 
1 M Tricin stock-løsning (vedlegg 9.4.1), 5xbuffer A (vedlegg 9.4.2), buffer B uten sukrose 
(vedlegg 9.4.3), buffer B med sukrose (vedlegg 9.4.4) og PBS+ Complete stock (9.4.5) ble 
laget. Tricin er en bufferkomponent som regulerer pHen. Buffer A, buffer B+ sukrose og 
buffer B uten sukrose ble brukt for å danne en tetthetsgradient slik at LD som flyter på toppen 
gjennom de tre fasene blir renset optimalt.  
 
Hele høstingsarbeidet for LD isolering foregikk på is. Cellene ble sådd ut i 100x20 mm 
petriskåler (5 skåler for hver behandling per donor), differensiert, behandlet med DMSO og 
Atglistain (beskrevet i avsnitt 4.2.1) og stimulert med 200 µM OA for 24 timer før høsting. 1 
tablett phosphate buffered saline (PBS) ble løst i 200 ml vann som ble brukt for vasking av 
celler. Petriskålene ble vasket to ganger med 10 ml kaldt PBS, deretter vasket med 1,5-2 ml 
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PBS + Complete (vedlegg 9.4.5). Det er viktig å fjerne all væske fra skålene før skraping. 
Cellene ble skrapet løs med en celleskrape, og innholdet fra 5 tilsvarende petriskåler ble 
overført til et Eppendorfrør. Cellepellet ble fryst ned ved -80 °C med buffer A (vedlegg 9.4.2) 
med et totalvolum på 1 ml, inntil isolering av LD.  
 
4.6.5 Celleoppbrytning og sentrifugering 
Avhengig av det totalvolumet av prøvesuspensjonen etter høsting, ble prøvene løst med 
5xbuffer A for å oppnå den ønskelige sukrose konsentrasjon, sammen med 25xcomplete 
stock og vann til et sluttvolum på 2 ml siden nitrogen bombe kan ha et volum på mellom 1,5- 
2,5 ml. Prøvene ble mikset på virvelmikser. Under hele isoleringsprosessen ble det tatt ut 
prøver etter hvert trinn for mikroskopering og fotografering. Disse prøvene er markert med 
bokstav i resten av oppgaven. Prøve før nitrogen kavitasjon (A), prøve etter nitrogen 
kavitasjon (B), prøve fra supernatant dannet etter kortvarig lavhastighetssentrifugering (C), 
prøve fra cellepellet dannet etter kortvarig lavhastighetssentrifugering (D), LD fraksjon etter 
tetthetsgradient ultrasentrifugering (E), prøve fra skillelag (medium) mellom fasene i 
Beckmanrør etter tetthetsgradient ultrasentrifugering (F) og prøve fra cellepellet dannet fra 
cellerester etter tetthetsgradient ultrasentrifugering (G).  
 
50 µl av cellesuspensjonen ble tatt ut i et Eppendorfrør (A) for mikroskopering og 
fotografering. Resten av cellesuspensjonen ble overført til nitrogen bombe (pre-kaldt i 4 °C 
eller på is), fylt med N2-gass fra nitrogentank på et trykk på 650-700 psi (pounds per square 
inch) for 20 minutter (satt på is). Etter oppbrytning av celler ble LD blandingen frigjort 
dråpevis fra utløps-verdi fra nitrogen kavitasjonsbombe for å få med all LD ut i en 15 ml 
tube. Mellom nitrogen kavitasjon av hver prøve ble nitrogen bombe vasket grundig to ganger 
med destillert vann og nitrogengasstrykk. Etter lysering ble de sprengte cellene mikset i 
virvelmikser og 50 µl av denne cellesuspensjonen ble tatt ut i et Eppendorfrør (B) for 
mikroskopering og fotografering. Resten av cellesuspensjonen ble ble sentrifugert ved 
3,000rpm for 10 minutter ved 4 °C, med denne kortvarige lavhastighets sentrifugering ble 
cellekjerner og uløste celler fjernet som faller ned i bunnen av sentrifugerøret som en pellet. 
Etter sentrifugering ble samlet LD supernatanten overført til en sentrifugerør og 50 µl av LD 
supernatanten ble tatt ut i et Eppendorfrør (C) for mikroskopering og fotografering. Etter 
kortvarig lavhastighetssentrifugering ble det LD supernatanten i mindre volum (1,5 ml) fra 
utgangspunkte 2 ml prøvesuspensjon før nitrogen kavitasjon. Cellepellen ble løst i 500 µl 
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buffer A og 50 µl av denne løsningen ble tatt ut i et Eppendorfrør (D) for mikroskopering og 
fortografering, for å sjekke om det var noe LD igjen i kjerner og uløste celler.  
 
Det samlede 1,5 ml LD supernatanten fra lavhastighetssentrifugering (sluttkonsentrasjon 8,6 
% sukrose) ble overført til hvert sitt Beckman ultrasentrifugerør (11x60 mm, som passer for 
SW60Ti rotor) som 1. lag. 2,2 ml Buffer B + sukrose (sluttkonsentrasjon 4 % sukrose) ble 
tilsatt forsiktig som 2. lag i Beckman ultrasentrifugerør uten å mikse sammen lagene.  Til 
slutt ble ca. 1 ml buffer B uten sukrose tilsatt forsiktig som 3.lag for å fylle opp 
ultrasentrifugerør (Figur 20).  
 
Figur 20: Beckman ultrasentrifugerør med tetthetsgradient av sukrose.  
 
Beckman ultrasentrifugerørene ble balansert på vekt to og to, og vekten ble justert likt ved å 
tilsette/ta ut mindre mengder av topplaget med pipette fra toppen av røret. Rørene ble lukket 
og hengt inn i Beckmanrotoren. Rotoren ble satt inn i Beckman ultrasentrifuge og sentrifugert 
ved 47 200rpm for 1 time og 10 minutter ved 4 °C i sentrifuge (RC5B fra BECKMAN). 
Gjennom tetthetsgradient ultrasentrifugering LD flyter på toppen av ultrasentrifugerør 
gjennom de tre lagene med høy, middelshøy og ingen sukrose, renset optimalt. LD ble vist 
som et melkeaktig sjikt på toppen av sentrifugerøret. Toppen til mikropipetter ble kuttet med 
saks for å bruke til å pipettere LD fraksjonen. Etter ultrasentrifugering ble LD fraksjonen i 
toppen av hvert Beckman rør samlet til hvert sitt Eppendorfrør. Rørene ble mikset med 
virvelmikser og 50 µl av LD løsningen ble tatt ut i et Eppendorfrør (E) for mikroskopering og 
fotografering. Det ble også tatt ut 50 µl fra skillelaget (medium) mellom de to lagene fra 
Beckman ultrasentrifugerør etter ultrasentrifugering til et Eppendorfrør (F) for 
mikroskopering og fotografering for å se om det ble igjen LD som ikke ble renset. Cellepellet 
fra cellerester som var dannet etter ultrasentrifugering ble løst med bufferen fra samme 
ultrasentrifugerør og 50 µl fra denne løsningen ble tatt ut i et Eppendorfrør (G) for 
mikroskopering og fotografering. Alle disse prøvene på 50 µl, som ble tatt underveis under 
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hele prosedyren ble farget med Bodipy (beskrevet i avsnitt 4.6.3). LD fraksjonen som var 
samlet i et Eppendorfrør ble oppbevart ved -80 °C inntil analyse. 
 
4.6.6 Farging av lipiddråper 
Prøvene på 50 µl som ble tatt ut fra hvert trinn ble videre brukt for mikroskopering og 
observering og sammenligning av LD renheten under prosessen. 25 µl av prøve ble pipettert i 
en liten rør med tilsatt 10 µl bodipy + PBS (1:1000 fortynning). Hele 35 µl LD med bodipy 
fargeløsningen ble pipettert til en petriskål med glassbunn (35 mm), dekkglass ble satt på 
midten av petriskålen med pinsett. Mikroskopering og fotografering ble utført ved hjelp av 
Zeiss fluorescens mikroskop (Heating Units XLS) og bildene analysert med AxioVision 
software hvor LD er synlige som små grønne sterke prikker. 
 
4.7 Mikroskopering  
 
4.7.1 Fiksering av Plin2 celler  
For å se om det var noen forskjell i mengde og størrelse av lipiddråper Plin2
-/- 
myotuber i 
forhold til Plin2
+/+
 myotuber, utførte cellefarging og mikroskopering. Cellene ble sådd ut i 
petriskåler med glassbunn eller 12-brønner brett som var kollagert, proliferert for 4 dager før 
de skulle differensiere seg, behandlet med DMSO og Atglistain og forbehandlet med enten 0, 
100 eller 400 µM OA for 24 timer. Etter fjerning av gammelt medium, ble cellene vasket 
med 2 ml PBS, deretter ble cellene fiksert med 2 ml (petriskål med glassbunn) eller 1 ml 
(brønn) 4 % PFA (Paraformaldehyd) (vedlegg 9.5.1) for 15 minutter. PFA kryssbinder 
proteiner og i vev og celler. Deretter ble PFA fjernet med pipette, PFA rest ble samlet i eget 
beger og videre i egen beholder i avtrekkskap pga. dens karsinogen og allergifremkallende 
effekten. Etter fjerning av PFA ble cellene vasket tre ganger med 1-2 ml PBS og oppbevart i 
2 ml PBS ved 4 °C inntil farging.  
 
4.7.2 Farging med bodipy og monteringsmedium med DAPI 
Bodipy (493/503) er et fluorescerende fargestoff som akkumuleres i LDer og eksisterer ved 
~493 nm og emiterer ved ~503 nm og sender grønn fluorescens og gjør LDer synlige i 
fluorescens mikroskop. Rett for farging ble en fortynning på 1:10 000 av bodipy 
(startkonsentrasjon 1 mM) med PBS lagd. PBS ble fjernet og cellene ble inkubert i 2,5 ml 
bodipy fortynning i mørk sted (dekket med aluminium) for 15 minutter. Deretter ble all 
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fargevæske fjernet før mikroskopering og cellene ble vasket to ganger med 2 ml PBS. Før 
mikroskopering ble alt PBS fjernet og cellene ble inkubert med 30 µl monteringsmedium 
med DAPI ved å pipettere i midten av brønnene og dekkglass ble satt på med pinsett. DAPI i 
monteringsmedium er et fluorescerende fargestoff som eksiterer ved ~360 nm og emitterer 
ved ~460 nm og sender blått fluorescens ved binding til DNA, som gjør cellekjerner synlig i 
fluorescens mikroskop.  
 
Det ble tatt bilder av celler etter utsåing, underveis i differensiering, og etter stimulering ved 
hjelp av Cell
A
 Imaging Solutions for Life Science software (CKX41, OLYMPUS lys 
mikroskop) med 10x og 20x forstørrelser. Etter at cellene ble farget med fargeløsninger ble 
bildene tatt ved bruk av automatisert AxioVision software med fluorescens mikroskop med 
10x forstørrelse.  
 
4.8 Statistiske analyser 
 
Dataene i denne oppgaven er presentert som gjennomsnitt ± standardfeil (SEM). Verdien (n) 
viser antall forsøk som ble gjort. Statistikk ble utført på Microsoft Excel 2010. Sanntids-
qPCR ble utført kun med et forsøk (n=1) per donortype (Plin2
+/+
 og Plin2
-/-
) med 3 paralleller 
for de ulike behandlingene. Statistikken for sanntids-qPCR ble beregnet ved at dataene for 3 
paralleller for hver donor ble ansett som uavhengige. Analyser ble utført ved hjelp av tosidig 
uparet t-test for sammenligning av Plin2
-/-
 med Plin2
+/+
 myotuber og effekten av 100 µM OA 
forbehandling sammenlignet med kontroll.  
Triglyserid og protein kvantifisering er utført med tre uavhengige forsøk (n=3) med tre 
paralleller for hver donor (Plin2
+/+
 og Plin2
-/-
) per forsøk for de ulike behandlingene. 
Statistikken ble beregnet ved at dataene fra alle forsøkene for hver donor ble ansett som 
uavhengige. Analyser ble utført ved hjelp av tosidig uparet t-test for sammenligning av Plin2
-
/-
 myotuber med Plin2
+/+
 myotuber innen hver behandling. Tosidig uparet t-test ble også 
benyttet for sammenligning mellom 400 µM oljesyre med 100 µM oljesyre for hver 
donortype. Signifikante forskjeller mellom Plin2
+/+ 
og Plin2
-/-
 myotuber er merket med * og 
signifikante forskjeller mellom OA (100 µM og 100 µM) og kontroll er merket med #.   
Signifikansnivå (α); P< 0,01 og P < 0,05 ble benyttet i denne oppgaven.  
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5 Resultater 
 
5.1 Genuttrykk med sanntids-qPCR 
 
5.1.1 Identifisering av Plin2 proteinet i Plin2-/- myotuber 
Hensikten med dette forsøket var å vise at Plin2
-/-
 celler faktisk manglet Plin2 genet og 
kontrollere og identifisere hvilke celler som var Plin2
-/-
 og Plin2
+/+
 celler for bruk videre i 
forsøkene. Til dette ble Plin2
+/+
 og Plin2
-/- 
celler sådd ut på 12-brønners brett med 
vekstmedium, proliferert, differensiert, med 1 brett per donor. På dag 3 i 
differensieringsfasen ble 3 brønner for hvert donorbrett inkubert med 100 µM fettsyrefritt 
BSA (kontroll) eller 100 µM oljesyre (OA) i 24 timer. Dag 4 ble prøvene høstet til sanntids-
qPCR analyse for å studere effekten av oljesyre (OA) på genuttrykket, etter at total RNA ble 
isolert. Sanntids-qPCR ble utført for gener Plin2 intron 4 (∆4-∆6) og intron 7 (∆7-∆8), som 
ble relatert til uttrykket av TBP (endogen kontroll). For å undersøke om fraværet av Plin2 
påvirket uttrykket av intron 7 (∆7-∆8) ble relativ mRNA-verdier av Plin2-/- myotuber 
sammenlignet med Plin2
+/+ 
myotuber, både inkubert med fettsyrefritt BSA (kontroll) og OA 
ved hjelp av tosidig uparet t-test (Figur 21).  
 
  
Figur 21: Relativ mRNA uttrykk av Plin2 intron ∆4-∆6 og Plin2 intron ∆7-∆8 i Plin2+/+ 
og Plin2
-/-
 myotuber inkubert med fettsyrefritt BSA (kontroll) og oljesyre.   
Figuren viser relativ mRNA uttrykk av Plin2-intron (∆4-∆6) (A) og Plin2-intron (∆7-∆8) (B) relatert til TBP i 
Plin2
+/+ 
og Plin2
-/-
 myotuber, under kontroll forhold (100 µM, fettsyrefritt BSA) og etter forbehandling med 100 
µM OA i 24 timer. Data presenteres som gjennomsnitt ± SEM for 3 paralleller per donor per behandling, n=1. 
Statistiske analyser ble utført ved hjelp av tosidig uparet t-test, * indikerer signifikant forskjell mellom Plin2
+/+ 
og Plin2
-/-
 myotuber, *p<0,01. 
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Resultatene fra sanntids-qPCR viste at mRNA fra Plin2 genet ikke er tilstede i Plin2
-/- 
myotuber (Donor 5) ved hjelp av primer som er utformet til å amplifisere over ekson 4-6, 
både under kontrollforhold (100 µM, fettsyrefritt BSA) og etter forbehandlet med 100 µM 
OA (Figur 21A). Dette tydet på at Plin2
-/-
 celler mangler Plin2 genet, dermed er disse ekte 
knockout celler som kan brukes videre til forsøkene. Mens primer som utformet til å 
amplifisere over ekson 7-8, avslørte at mRNA-uttrykket av Plin2 ekson 3-6 er signifikant 
lavere i Plin2
-/-
 myotuber sammenlignet med Plin2
+/+ 
myotuber, både under kontrollforhold 
(100 µM, fettsyrefritt BSA) og forbehandlet med 100 µM OA (Figur 21B).  
 
5.1.2 Identifisering av andre gener i Plin2-/- og Plin2+/+ myotuber ved 
sanntids-qPCR 
Hensikten med dette forsøket var å undersøke om fravær av Plin2 påvirket uttrykket av andre 
gener som Plin1, Plin3, Plin4 og Plin5 og CD36. Ekspresjon av genene ble undersøkt i 
Plin2
+/+ 
myotuber og Plin2
-/-
 myotuber, etter 24-timers forbehandling med 100 µM 
fettsyrefritt BSA (kontroll) og etter 24-timers forbehandling med 100 µM oljesyre (OA). For 
å undersøke om fraværet av Plin2 påvirket uttrykket av andre gener ble relativ mRNA-verdier 
av Plin2
-/-
 myotuber sammenlignet med Plin2
+/+ 
myotuber, både uten tilsatt OA (kontroll) og 
forbehandlet med OA. For å undersøke effekten av OA på uttrykket av andre gener ble relativ 
mRNA-verdier av OA (100 µM) konsentrasjon sammenlignet med fettsyrefritt BSA 
(kontroll) (100 µM) i Plin2 celler (Figur 22).  
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Figur 22: Relativ mRNA uttrykk av Plin1, Plin3, Plin4 og Plin5 i Plin2
+/+ 
og Plin2
-/-
 
myotuber inkubert med fettsyrefritt BSA (kontroll) og oljesyre.   
Figuren viser relativ mRNA uttrykk av Plin1 (A), Plin3 (B), Plin4 (C) og Plin5 (D) relatert til TBP i Plin2
+/+ 
og 
Plin2
-/-
myotuber, under kontrollforhold (100 µM fettsyrefritt BSA) og etter forbehandling med 100 µM OA. 
Data presenteres som gjennomsnitt ± SEM for 3 paralleller per donor per behandling, n=1. Statistiske analyser 
ble utført ved hjelp av tosidig uparet t-test, * indikerer signifikant forskjell mellom Plin2
+/+ 
og Plin2
-/-
 myotuber 
og # indikerer signifikant forskjell 100 µM OA mot kontroll. *P<0,05 og #P<0,01 (B).  
 
 
Det var ingen signifikant forskjell i den relative Plin1 mRNA-uttrykket mellom Plin2
+/+ 
og 
Plin2
-/- 
myotuber, uavhengig av OA tilsetning (Figur 22A). Den relative Plin3 mRNA-
uttrykket var signifikant lavere i Plin2
-/-
 myotuber sammenlignet med Plin2
+/+ 
myotuber uten 
tilsatt OA. Ekspresjon av Plin3 var signifikant lavere i Plin2
+/+ 
myotuber forbehandlet med 
100 µM OA i 24 timer sammenlignet med kontrollforhold (Figur 22B). Den relative Plin4 
mRNA-uttrykket var signifikant høyere i Plin2
-/-
 myotuber sammenlignet med Plin2
+/+ 
myotuber, både under kontrollforhold og 100 µM OA forbehandling (Figur 22C). Det var 
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ingen klare forskjeller i Plin5 mRNA-uttrykket mellom Plin2
+/+ 
myotuber og Plin2
-/- 
myotuber (Figur 22D).  
 
 
 
Figur 23: Relativ mRNA uttrykk av CD36 i Plin2+/+ og Plin2-/- myotuber inkubert med 
fettsyrefritt BSA (kontroll) og oljesyre.   
Figuren viser relativ uttrykk av CD36 relatert til TBP i Plin2
+/+ 
og Plin2
-/-
 myotuber, under kontrollforhold (100 
µM fettsyrefritt BSA) og etter forbehandling med 100 µM OA. Data presenteres som gjennomsnitt ± SEM for 3 
paralleller per donor per behandling, n=1. Statistiske analyser ble utført ved hjelp av tosidig uparet t-test.  
 
 
CD36 er et membranprotein på overflaten av celle, og fungerer som membrantransportør. Det 
var ikke noe signifikant forskjell i den relative CD36 mRNA-uttrykket mellom Plin2
+/+ 
og 
Plin2
-/- 
myotuber, uavhengig av OA tilsetning (Figur 23). 
 
5.2 Differensiering av myoblaster i petriskål med 
glassbunn og brett 
Hensikten med dette forsøket var å vise forskjell i lagring av LDer i Plin2
-/-
 myotuber 
sammenlignet med Plin2
+/+
 myotuber og for mikroskopering, cellefarging og fotografering 
med mikroskop for å ta fine bilder. Til dette ble Plin2
+/+
 celler og Plin2
-/-
 celler sådd ut i 
petriskål med glassbunn og 12-brønners brett, begge var kollagert med kollagen I, proliferert 
og differensiert. Det viste seg at petriskål med glassbunn ikke fungerte hos Plin2 celler, 
begge donorer vokste saktere i petriskål med glassbunn enn 12-brønners brett med plastbunn.  
 
Forsøket med petriskåler med glassbunn ble utført 2 ganger. Først ble det utprøvd med tre 
dagers proliferering, og det viste seg at Plin2
+/+
 (Donor 1) celler ikke ble nok konfluente i 
0
0,2
0,4
0,6
0,8
1
Kontroll 100 µM OA
R
el
a
ti
v
 m
R
N
A
 
Plin2 +/+
Plin2 -/-
CD36 
 65 
petriskål med glassbunn før differensiering, særlig Plin2
+/+
 myoblaster. I det andre forsøket 
fikk cellene vokse i fire dager frem til 90-100 % konfluens. Det ble observert at Plin2 
myoblaster differensierte dårligere i petriskål med glassbunn, selv etter differensiering i 5 
dager. Flere og flere celler løsnet hver dag under differensiering. Mikroskopering og 
fotografering ble utført ved hjelp av Olympus lys mikroskop (CKX41) og bildene ble 
analysert med Cell
A
 Imaging Solutions for Life Science software. Løse celler fremtrer som 
sterke runde celler, som vist i (Figur 24A) og (Figur 24B). Dette indikerte at petriskål med 
glass var ikke egnet for Plin2 celler.  
 
I 12-brønners brett sådd ut samtidig ble både Plin2
+/+
 og Plin2
-/-
 myoblaster differensiert like 
godt til myotuber i 3 dager og dannet lange og fine nettverk av myotuber (Figur 24C) og 
(Figur 24D). Dermed ble 12-brønners brett brukt til forsøket lagring av LDer og 
fotografering, diskutert i avsnitt 5.2.  
 
 
   
  
Figur 24: Myotuber differensiert fra Plin2
+/+
 og Plin2
-/-
 mus.  
Myotuber differensiert i 5 dager i petriskål med glassbunn fra Plin2
+/+ 
mus (A) og Plin2
-/-
 mus (B). Myotuber 
differensiert i 3 dager i 12-brønners brett med plastbunn fra Plin2
+/+ 
mus (C) og Plin2
-/-
 mus (D). Bildene er tatt 
med 20x objektiv.  
A B 
C D 
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5.3 Lagring av lipiddråper og effekt av Atglistatin på 
lipiddråper 
Hensikten med dette forsøket var å vise forskjell i lagring av lipiddråper (LD) og effekten av 
Atglistatin på lagring av LDer i Plin2
-/-
 celler sammenlignet med Plin2
+/+
 celler ved hjelp av 
mikroskopering. Plin2 celler ble sådd ut i 12-brønners brett (kollagert med kollagen I) ved 
vekstmedium for proliferering. Etter 4 dagers proliferering ble mediet byttet med 
differensieringsmediu, (dag 0). På tredje differensieringsdag ble halvparten av myotuber på 
hvert brett tilsatt bærer (DMSO 0,1 %) (6 brønner) og halvparten tilsatt en inhibitor av 
fettvev triglyserid lipase (Atglistatin, 10µM i DMSO) (6 brønner). Samme dag ble 2 brønner 
for hver stimulering inkubert med 100 µM fettsyrefritt BSA (kontroll), eller inkubert med 
oljesyre (OA, 100 µM eller 400 µM) i 24 timer for å få cellene til å lage LDer. På dag 4 ble 
cellene fiksert og farget med Bodipy (493/503) og DAPI som beskrevet under metoder. 
Mikroskopering og fotografering ble utført ved hjelp av Zeiss fluorescens mikroskop 
(Heating Units XLS) og bildene analysert med AxioVision software (Figur 25).  
 
 
Figur 25: Forsøksoppsett for lagring av lipiddråper inkubert med oljesyre.  
Figuren viser forsøksoppsettet for lagring av lipiddråper hos Plin2
+/+
 myotuber og Plin2
-/- 
myotuber. Myotuber 
er behandlet med bærer (DMSO 0,1 %) eller inhibitor av fettvev triglyserid lipase (Atglistatin, 10µM i DMSO) 
og inkubert i 100 µM fettsyrefritt BSA (kontroll) eller inkubert med oljesyre (OA, 100 µM eller 400 µM) i 24 
timer.  
 
 
 
 
   
A B  
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Figur 26: Lagring av lipiddråper i Plin2+/+ og Plin2-/- myotuber. 
Differensierte myotuber fra Plin2
+/+
 mus (A og C) og Plin2
-/-
 mus (B og D). Myotuber er behandlet med bærer 
(DMSO 0,1 %) (A og B) eller inhibitor av fettvev triglyserid lipase (Atglistatin, 10 µM i DMSO) (C og D) og 
inkubert med 100 µM fettsyrefritt BSA (kontroll) i 24 timer. Etter fiksering ble Plin2
+/+
 og Plin2
-/-
 myotuber 
farget med Bodipy (493/503) som akkumuleres i lipiddråper og eksisterer grønn, og monteringsmedium med 
DAPI (360/460) som bindes til DNA og farger cellekjerner og eksisterer blått. Bildene er tatt med 10x objektiv.  
Utsnittet viser en forstørring av et valg område.  
 
 
Ved mikroskopering ble det ikke observert en merkbar forskjell i antall eller størrelse til 
LDer mellom Plin2
+/+
 og Plin2
-/-
 myotuber inkubert med 100 µM fettsyrefritt BSA (ingen OA 
tilsatt) i 24 timer (Figur 26). Det viste seg at fargestoffet som ble benyttet til å farge LDer 
(Bodipy 493/503) ble samlet i forholdsvis store mengder i differensierte myotuber noe som 
gav mye bakgrunn og gjorde observering av effekt på LDer vanskelig. Noen få LDer ble sett i 
Plin2
+/+
 myotuber ved hemming av Atgl (Figur 26C) sammenlignet med Plin2
-/-
 myotuber 
(Figur 26D) og sammenlignet med begge donortyper behandlet med DMSO (Figur 26A) og 
(Figur 26B).  
 
For å undersøke om fjerning av en funksjonell Plin2 i myotuber påvirket evnen til å lagre 
lipiddråper, ble Plin2
+/+
 og Plin2
-/- 
myotuber inkubert med oljesyre (OA, 100 µM og 400 µM) 
A
 
B 
C D 
200 µm 
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i 24 timer og behandlet med en bærer (DMSO) eller inhibitor av fettvev triglyserid lipase 
(Atglistatin) på samme dag.  
 
  
  
Figur 27: Lagring av lipiddråper i Plin2
+/+
 og Plin2
-/-
 myotuber inkubert med oljesyre. 
Differensierte myotuber fra Plin2
+/+
 mus (A og C) og Plin2
-/-
 mus (B og D). Myotuber er behandlet med bærer 
(DMSO 0,1 %) (A og B) eller inhibitor av fettvev triglyserid lipase (Atglistatin, 10 µM i DMSO) (C og D) og 
inkubert med oljesyre (OA) 100 µM i 24 timer. Etter fiksering ble Plin2
+/+
 og Plin2
-/-
 myotuber farget med 
Bodipy (493/503) som akkumuleres i lipiddråper og eksisterer grønn, og monteringsmedium med DAPI 
(360/460) som bindes til DNA og farger cellekjerner og eksisterer blått. Bildene er tatt med 10x objektiv. 
Utsnittet viser en forstørring av et valg område.  
 
 
Det ble observert en merkbar forskjell i mengde LDer i Plin2
-/- 
myotuber og Plin2
+/+
 
myotuber behandlet, med og uten Atglistatin ved forbehandling med 100 µM OA (Figur 27). 
Det ble observert stor forskjell i lagring av LDer i Plin2
-/- 
myotuber etter behandling med 
Atglistatin (Figur 27D) sammenlignet med behhandling med DMSO (Figur 27B). Hemming 
av Atgl førte til høyere lagring av LDer i Plin2
-/- 
myotuber, slik at det var ikke lenger stor 
forskjell på lagring av LDer mellom Plin2
+/+
 myotuber (Figur 27C) og Plin2
-/-
 myotuber 
(Figur 27D).  
 
B 
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Figur 28: Lagring av lipiddråper i Plin2
+/+
 og Plin2
-/-
 myotuber inkubert med oljesyre. 
Differensierte myotuber fra Plin2
+/+
 mus (A og C) og Plin2
-/-
 mus (B og D). Myotuber er behandlet med bærer 
(DMSO 0,1 %) (A og B) eller inhibitor av fettvev triglyserid lipase (Atglistatin, 10 µM i DMSO) (C og D) og 
inkubert med oljesyre (OA) 400 µM i 24 timer. Etter fiksering ble Plin2
+/+
 og Plin2
-/-
 myotuber farget med 
Bodipy (493/503) som akkumuleres i lipiddråper og eksisterer grønn, og monteringsmedium med DAPI 
(360/460) som bindes til DNA og farger cellekjerner og eksisterer blått. Bildene er tatt med 10x objektiv.  
Utsnittet viser en forstørring av et valg område. 
 
 
Etter økning av OA konsentrasjon til 400 µM ble det observert høyere lagring av LDer hos 
Plin2
+/+
 myotuber behandlet med Atglistatin (Figur 28C). Hos Plin2
-/- 
myotuber behandlet 
med Atglistatin ble det ikke observert noe betydelig endring i lagring av LDer etter økning av 
OA til 400 µM (Figur 28D). Uten å ha målt LDer, fra dette forsøket ble det vist at Atglistatin 
økte dannelse av LDer i Plin2
-/- 
myotuber og Plin2
+/+
 myotuber. Imidlertid så det ut som om 
det var flere LDer i Plin2
-/- 
myotuber (Figur 28D) med økende OA konsentrasjon. I tillegg så 
det ut som at LDer i Plin2
-/- 
myotuber var mindre i størrelse enn Plin2
+/+
 myotuber. For å se 
på forskjellen i antall eller størrelse til LDer og bekrefting av Atglistatin sin effekt i Plin2
-/- 
myotuber som ble observert, kreves det avanserte metoder for måling og kvantifisering av 
LDer, for eksempel «live cell imaging». For å undersøke nærmere om Atglistatin hadde 
A B 
D C 
200 µm 
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effekt på lipidakkumulering i Plin2
-/-
 myotuber ble det utført kvantifisering av triglyserider. I 
tillegg ble også proteiner kvantifisert for å finne ut om forandringer i mengde triglyserider 
ved hemming av Atgl skyldes effekt av Atglistatin på lipidakkumulering eller på 
proliferering/differensiering av celler.  
 
5.4 Kvantifisering av triglyserider og proteiner  
Hensikten med dette forsøket var å måle lagring av lipiddråper (LD) og effekten av 
Atglistatin på lagring av LDer i Plin2
-/-
 myotuber i forhold til Plin2
+/+
 myotuber ved hjelp av 
triglyserid (TG) og protein kvantifisering. Plin2 celler ble sådd ut i 12-brønners brett (2 
bretter for hver donor), proliferert og differensiert. På dag 3 i differensieringsfasen fikk hver 
brett i hver donortype tilsatt bærer (DMSO 0,1 %) eller inhibitor av fettvevs triglyserid lipase 
(Atglistatin, 10 µM i DMSO). Halvparten av myotubene på hvert brett ble stimulert med 100 
µM og den andre halvparten med 400 µM OA i 24 timer for å lage LDer. På dag 4 ble 
prøvene høstet med RIPA+Complete og PBS+Complete som ble beskrevet under metoder 
(avsnitt 4.4.1). Konsentrasjon av TG i prøvene ble målt ved hjelp av Triglycerides 
Enzymatique PAP 150-kit og proteiner ble målt ved hjelp av Pierce
®
 BCA Protein Assay Kit. 
Det ble utført tre forsøker (n=3) for kvantifisering av TG og proteiner. Hver behandling i 
hver donortype ble samlet fra 2 brønner. Konsentrasjon av TG og protein ble målt først hver 
for seg for hver behandling fra 3 parallellers forsøk. Den gjennomsnittlige konsentrasjonen av 
3 paralleller ble beregnet for hvert forsøk. Resultatet er en samling av alle gjennomsnittlige 
konsentrasjon fra alle 3 forsøkene.  
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Figur 29: Konsentrasjon av triglyserider og proteiner i Plin2+/+ og Plin2-/- myotuber 
inkubert med oljesyre. 
Figuren viser konsentrasjon av triglyserider (A og B) og proteiner (C og D) i Plin2
+/+ 
og Plin2
-/-
 myotuber. 
Myotubene er behandlet med bærer (DMSO 0,1 %) (A og C) eller inhibitor av fettvev triglyserid lipase inhibitor 
(Atglistain, 10µM i DMSO) (B og D), og inkubert med oljesyre (OA) 100 µM eller 400 µM i 24 timer. Data 
presenteres som gjennomsnitt ± SEM for 3 paralleller per donor per behandling, n=3. Statistiske analyser ble 
utført ved hjelp av tosidig uparet t-test, * indikerer signifikant forskjell mellom Plin2
+/+ 
og Plin2
-/-
 myotuber og # 
indikerer signifikant forskjell mellom 100 µM eller 400 µM OA. *P<0,05 og #P<0,05.  
 
 
Det var en signifikant lavere TG konsentrasjon i Plin2
-/- 
myotuber sammenlignet med Plin2
+/+
 
myotuber, uavhengig av Atgl hemming. Dette kommer frem både ved forbehandling med 100 
µM og 400 µM OA i 24 timer (Figur 29A og B). TG konsentrasjon var signifikant lavere i 
Plin2
-/-
 myotuber tilsatt Atglistatin inkubert med 400 µM OA sammenlignet med 100 µM OA 
i 24 timer (Figur 29B). I tillegg ønsket vi å undersøke om behandlinger (OA stimulering og 
Atgl hemming) også påvirket proteinkonsentrasjonen. Derfor ble også mengden proteiner 
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kvantifisert for å se om de ble påvirket av behandlinger. Det var en signifikant lavere 
proteinkonsentrasjon i Plin2
-/- 
myotuber sammenlignet med Plin2
+/+
 myotuber, uavhengig av 
Atgl hemming både med 100 µM og 400 µM OA forbehandling i 24 timer (Figur 29C og D). 
Den lave proteinkonsentrasjon i Plin2
-/- 
myotuber sammenlignet med Plin2
+/+ 
myotuber, tydet 
på at redusert TG konsentrasjon i Plin2
-/- 
myotuber kunne skyldes redusert i antall celler og 
ikke redusert i mengde LDer. Det var ingen signifikant forskjell i protein konsentrasjon i 
Plin2
-/-
 myotuber tilsatt Atglistatin med økende konsentrasjon OA (Figur 29D).  
 
 
 
  
Figur 30: Mengde triglyserid per protein i Plin2+/+ og Plin2-/- myotuber inkubert med 
oljesyre. 
Figuren viser mengde triglyserid per protein i Plin2
+/+ 
og Plin2
-/-
 myotuber. Myotubene er behandlet med bærer 
(DMSO 0,1 %) (A) eller inhibitor av fettvev triglyserid lipase (Atglistain, 10µM i DMSO) (B), og inkubert med 
oljesyre (OA) 100 µM eller 400 µM i 24 timer. Data presenteres som gjennomsnitt ± SEM for 3 paralleller per 
donor per behandling, n=3. Statistiske analyser ble utført ved hjelp av tosidig uparet t-test. * indikerer 
signifikant forskjell mellom Plin2
+/+ 
og Plin2
-/-
 myotuber. *P<0,05.  
 
 
Når mengde TG ble normalisert mot protein viste det seg at det var signifikant lavere TG 
konsentrasjon i Plin2
-/-
 myotuber sammenlignet med Plin2
+/+
 myotuber, uavhengig av Atgl 
hemming (Figur 30). Ingen signifikant forskjell var i TG konsentrasjon i Plin2
-/-
 myotuber 
tilsatt Atglistatin med økende konsentrasjon OA (Figur 30B). Dette tyder på at reduksjonen i 
TG konsentrasjon, som tidligere er blitt observert i Plin2
-/-
 myotuber, uavhengig av Atgl 
hemming ikke skyldes redusert i mengde TG i LDer, men antall celler.  
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5.5 Isolering av lipiddråper 
Hensikten med dette forsøket var å isolere lipiddråper (LD) fra myotuber for videre LD 
analyse, tynnsjiktskromatografi (TLC) for å studere lipidkomponenter eller Western analyse 
til å studere proteiner på LDer. I denne oppgaven ble det ikke tilstrekkelig tid til å analysere 
isolerte LD, men det ble i hvert fall testet ut og etablert en teknikk for isoleringen, og det ble 
utført isolering av LDer fra Plin2
+/+
 celler og Plin2
-/-
 celler. Plin2 celler ble sådd ut på 
petriskål (100x20 mm) med vekstmedium (vedlegg 9.1.1) for å prolifere, differensiert, 10 
petriskåler per donor. På dag 3 under differensieringsfasen ble myotubene stimulert med 200 
µM oljesyre (OA) for å lage LDer, 5 petriskåler for hver genotype ble inkubert med bærer 
(0,1 % DMSO) og 5 petriskåler med inhibitor av fettvev triglyserid lipase (Atglistatin, 10 µM 
i DMSO) i 24 timer. På dag 4 ble de høstet som beskrevet tidligere under metoder for å 
isolere LDer fra myotubene (avsnitt 4.6.4). Etter høsting ble celleløsningen overført til 
nitrogen bombe for lysering av celler i stykker og frigjøring av LDer fra celler. 
Cellesuspensjonen ble frigjort dråpevis gjennom utløp-verdi av nitrogen kavitasjons bombe 
for å unngå spruting og skumdannelse av prøven. For isolering av LDer ble prøvene 
sentrifugert ved lavhastighet sentrifugering med fjernet cellekjerner og uløste celler. Videre 
ble LD supernatanten sentrifugert ved tetthetsgradient ultrasentrifugering. LD fraksjonen som 
ble samlet opp varierte i volumet, mellom 0,5-1 ml pleid å samle.  
 
5.5.1 Etablering av teknikk for isolering av lipiddråper 
For å etablere en best mulig optimal teknikk for isolering av LDer, ble isolering av LDer 
utført i Plin2
+/+
 myotuber 3 ganger (n=3). Teknikken for isoleringen var samme på disse 3 
forsøkene, forskjellen mellom disse 3 forsøkene var prøvevolumet som ble brukt for isolering 
av LDer.  
 
I det første forsøket ble observert at PBS som var brukt til å vaske cellene ikke var fjernet 
helt under høsting av prøvene, slik at det ble samlet opp 1,5 ml cellesuspensjon med PBS 
etter skraping av celler som ble fryst ned. Dagen isoleringsprosessen ble startet, cellepellet 
ble løst med 500 µl 5x buffer A (vedlegg 9.4.2). Den gjenståtte PBS i celleløsningen var 
problematisk for å etablere glukose tetthetsgradient, dermed ble cellene løst med 264 µl 
sukrose 50 % for å oppnå ønsket konsentrasjon av sukrose (8,6 %). Videre tilsatt 500 µl 5x 
buffer A til cellesuspensjonen for å få et sluttvolum på 2,5 ml (tabell 13) før celleløsning og 
ble overført til nitrogen kavitasjons bombe. Etter oppbrytning av celler i nitrogen kavitasjons 
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bombe ble cellekjerner og og uløste celler fjernet med kortvarig lavhastighetssentrifugering, 
og LD supernatanten ble overført til Beckman ultrasentrifugerør, tilsatt 1,2 ml buffer B + 
sukrose (vedlegg 9.4.4) forsiktig som 2.lag og 1 ml buffer B uten sukrose (vedlegg 9.4.3) 
som 3.lag for videre tetthetsgradient ultrasentrifugering (Tabell 13) 
 
I det andre forsøket ble det også observert PBS væske i cellesuspensjonen etter skraping av 
celler etter høstingen. På grunn av den gjenståtte PBS ble det tilsatt 5xbuffer A til 
cellesuspensjonen for å oppnå et sluttvolum på 1,5 ml. Videre ble cellesuspensjonen 
sentrifugert ved 5,000rpm for 5 minutter for å fjerne PBS væske før celleoppbrytning med 
nitrogen kavitasjons bombe. Denne sentrifugeringen økte risikoen til å miste flere celler og 
LDer. Cellesupernatanten ble løst med buffer A til et volum på 2,5 ml (tabell 13) før 
celleløsningen ble overført til nitrogen kavitasjons bombe. Etter oppbrytning av celler med 
nitrogen kavitasjons bombe ble cellekjerner og uløste celler fjernet med kortvarig 
lavhastighetssentrifugering. LD supernatanten som ble dannet etter 
lavhastighetssentrifugering ble overført til Beckman ultrasentrifugerør, tilsatt 1,2 ml buffer B 
+ sukrose (vedlegg 9.4.4) forsiktig som 2.lag og 1 ml buffer B uten sukrose (vedlegg 9.4.3) 
som 3.lag for videre tetthetsgradient ultrasentrifugering (Tabell 13) 
 
I det tredje forsøket ble det tatt ut prøver under LD isoleringsprosessen etter hvert trinn som 
listet under for mikroskopering og fotografering for å undersøke renheten til LDer etter hvert 
trinn og effektiviteten til isoleringsmetoden ved hjelp av Zeiss med fluorescens mikroskop og 
bildene ble analysert med AxioVision software. LDer i disse prøvene ble farget med Bodipy 
(493/503) som var fortynnet 1:1000 med PBS (1 µM sluttkonsentrasjon), overført til petriskål 
med glassbunn og dekket med dekkglass.  
 
Prøver som ble tatt ut etter hvert trinn under LD isoleringsprosess er listet under og er 
markert med bokstav i  
Figur 31 og Figur 32:  
A) Før nitrogen kavitasjon bombe 
B) Etter nitrogen kavitasjon bombe  
C) LD supernataten etter kortvarig lavhastighetssentrifugering 
D) Cellepellet dannet etter kortvarig lavhastighetssentrifugering  
E) LD fraksjon etter tetthetsgradient ultrasentrifugering  
F) Skillelag (medium) fra Beckmanerør etter tetthetsgradient ultrasentrifugering   
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G) Cellepellet dannet fra cellerester etter tetthetsgradient ultrasentrifugering  
I det tredje forsøket ble det samlet opp 600 µl prøveløsning etter høstingen, før frysing av 
cellene ble det tilsatt 400 µl 5x buffer A (vedlegg 9.4.2) for å få et volum på 1 ml etter 
høsting. Før isoleringprosessen ble det laget en løsning av 5x buffer A, 25x complete stock 
og vann i en 15 ml sentrifugerør Tabell 13. Etter at prøveløsningen ble løst med reagenser 
Figur 31A) og (Figur 32A), hele cellesuspensjonen ble overført til nitrogen kavitasjons 
bombe for oppbrytning av celler  
Figur 31B og Figur 32B. Det ble observert mindre volum av LD supernatant (1,5 ml) etter 
kortvarig lavhastighetssentrifugering fra utgangspunkt 2 ml celleløsning (Figur 31C) og  
Figur 32C, cellekjerner og uløste celler ble fjernet ved hjelp av kortvarig 
lavhastighetssentrifugering (Figur 31D) og (Figur 32D). Videre ble LD supernatanten 
overført til Beckmanrør, tilsatt 2 ml buffer B + sukrose (vedlegg 9.4.4) forsiktig som 2.lag og 
1 ml buffer B uten sukrose (vedlegg 9.4.3) som 3.lag for videre tetthetsgradient 
ultrasentrifugering (Tabell 13). Det ble tatt ut prøver av LD fraksjonen etter at fraksjonen var 
overført til et eppendorfrør (Figur 31E) (Figur 32E), skillelaget fra Beckmanrør (Figur 31 
Figur 31F) (Figur 32F) og cellepellet dannet fra cellerester (Figur 31G) (Figur 32G) etter 
ultrasentrifugering.  
 
Tabell 13: Volum av reagenser tilsatt til de ulike forsøkene før oppbrytning av celler  
 Forsøk I Forsøk II Forsøk III 
Høsting 1,5 ml 
 
1,5 ml 
Sentrifugert for å fjerne 
PBS 
1 ml  
Før nitrogen 
kavitasjon bombe 
+ 264 µl  
50 % sukrose 
+ 1 ml 5x Buffer A 
Tilsatt 5x Buffer A  
~ 2,5 ml 
+ 80 µl 25x Complete 
stock 
+ 320 µl 5x BufferA 
+ 600 µl dH2O 
Total  2,764 ml 2,5 ml 2 ml  
 
Etter kortvarig 
lavhastighetssentrifugering 
bled et tatt ut 1,5 ml LD 
supernatant 
Tetthetsgradient 
ultrasentrifugering 
   
Lag 1 2,764 ml 2,5 ml 1,5 ml 
Lag 2 1,2 ml 1,2 ml 2 ml 
Lag 3 1 ml 1 ml 1 ml 
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Celler vokst i petriskål        Lipiddråper          Høstet celler           Celler i Buffer A 
            Cellekjerner  
1.Vask med PBS og  
   PBS+Complete 
2.Tilsatt 5x Buffer A  
   (Tricin 1 M + Protease  
   inhibitor complete) 
3. Fjernet væsken 
4. Høstet 
   
+ Oljesyre       Høsting 
Tilsatt 
5x Buffer A 
+ Complete  
+ dH2O 
 
A 
Mikset 
B 
Lav hastighets- 
sentrifugering 
3000rpm, 10 min 
4 °C 
D 
C 
Løst med  
buffer A 
Mikset 
LD 
supernatant 
Nitrogen 
kavitasjons 
bombe 
Setter under trykk, 650-700 psi for 20 min i isvann 
Sprengte  
celler 
Frigjøre til atmosfæretrykk 
Lipiddråpe  
supernatant  
(8,6 % sukrose i buffer A) 
Lipiddråpe supernatant overført til Beckman sentrifugerør 
4 % sukrose  
i Buffer B 
Buffer B  
uten sukrose 
Lipiddråpe 
supernatant 
mikset 
E 
Tetthetsgradient 
ultrasentrifugering 
47 200rpm 1 time  
10 min ved 4 °C 
F 
G 
Cellepellet 
løst i buffer  
Lipiddråpe 
fraksjon  
Mikset 
Eppendorfrør 
Virvel- 
mikset 
Vekt- 
justert 
 78 
Figur 31: Skjematisk tegning av lipiddråpe isoleringsteknikk. 
Figuren viser en skjematisk tegning av lipiddråpe (LD) isoleringsteknikk. Cellene ble vokst i petriskål (100x20 
mm), stimulert med 200 µM oljesyre (OA) for å lage lipiddråper, vasket med PBS og PBS+Complete stock, 
tilsatt 5xbuffer A (Tricin 1M + complete stock), fjernet all væske og høstet. I sentrifugerør med høstede celler 
ble det tilsatt 5xbuffer A, Complete stock og vann som ble videre virvelmikset. (A) 50 µl prøveløsning ble tatt 
ut i et eppendorfrør før cellesuspensjonen ble overfør til nitrogen kavitasjons bombe. Etter oppbrytning av celler 
med nitrogen kavitasjons bombe ble celleløsningen frigjort dråpevis og mikset. (B) 50 µl prøveløsning ble tatt 
ut i et eppendorfrør etter nitrogen kavitasjons bombe etter mikset. Celleløsningen ble sentrifugert med 
lavhastighet (3000rpm, 10 min 4 °C), LD supernatanten ble overført til et rør og mikset og cellepellet dannet 
etter kortvarig lavhastighetssentrifugering ble løst med buffer A. (C) 50 µl fra LD løsningen ble tatt ut i et 
eppendorfrør. (D) 50 µl cellepellet løst med buffer A ble tatt ut i et eppendorfrør. LD supernatant (8,6 % 
sukrose fra buffer A) som var mikset ble overført til et Beckmanrør som 1.lag. Tilsatt forsiktig buffer B (4 % 
sukrose) som 2. lag i Beckman ultrasentrifugerør og buffer B uten sukrose som 3.lag. Prøven ble 
ultrasentrifugert med en usammenhengende tetthetsgradient med sukrose (47 200rpm 1 time og 10 min ved 4 
°C) for å isolere LDer. Etter sentrifugering ble LD fraksjonen fra toppen av Beckmanrør samlet opp i et 
eppendorfrør. (E) 50 µl LD løsningen ble overført til et eppendorfrør. (F) 50 µl fra skillelaget (medium) ble 
overført til et eppendorfrør og (G) 50 µl fra cellepellet som var dannet fra cellerester i Beckmanrør etter 
ultrasentrifugering ble tatt ut i et eppendorfrør.  
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Figur 32: Isolering av lipiddråper fra Plin2+/+ celler. 
Lipiddråper i prøver tatt under lipiddråpeisolering fra Plin2
+/+ 
celler behandlet med bærer (DMSO 0,1 %), og 
inkubert med oljesyre (OA) 200 µM i 24 timer før høsting. Bilder er tatt fra prøven før nitrogen kavitasjon (A), 
fra prøven etter nitrogen kavitasjon (B), fra supernatanten etter kortvarig lavhastighetssentrifugering (C), 
cellepellet dannet etter kortvarig lavhastighetssentrifugering (D), lipiddråpe fraksjon dannet etter 
tetthetsgradient ultrasentrifugering (E), fra skillelaget mellom fasene i Beckmanrør etter ultrasentrifugering (F) 
og fra cellepellet dannet i Beckmanrør etter ultrasentrifugering (G). Lipiddråper ble farget med Bodipy 
(493/503) som akkumuleres i lipiddråper og eksiterer grønn farge. Bildene er tatt med 10x objektiv. 
 
 
Ved mikroskopering ble det observert at nitrogen kavitasjons bombe er en effektiv måte for å 
bryte opp cellene ved at nitrogengass kommer ut av løsningen som ekspanderende bobler 
som strekker membraner i cellene inntil de blir bristet og innholdet i cellene blir frigjort og 
lipiddråper (LD) kommer ut fra cellene som frie dråper. Før oppbrytning av celler i nitrogen 
bombe ble LDer observert som små grønne prikker inne i celler (Figur 32A). Effekten av 
nitrogen bombe ble observert ved at LDer er vist fritt flytende rundt i cellekulturen (Figur 
32B). Etter kortvarig lavhastighetssentrifugering ble LDer flytet raskt på overflaten, men 
cellemembraner og spesielt mitokondrier kan følge med LDer (Figur 32C). Cellekjerner og 
uløste celler ble samlet på bunnen av sentrifugerøret som pellet. Det ble observert noe uløste 
celler med LDer inne i celler (Figur 32D), noe som tydet på ikke fullstendig oppbrytning av 
celler. Etter tetthetsgradient ultrasentrifugering ble det observert stor forskjell renhet i LDer i 
forhold til kortvarig lavhastighetssentrifugering. LDer blir renset optimalt ved at LDer flytet 
på toppen av ultrasentrifugerør gjennom de tre lagene med ulike sukrose konsentrasjon. LDer 
ble observert med større sikler hvor flere LDer liggere tettere sammen (Figur 32E), og 
skillelaget (medium) mellom de to lagene fra ultrasentrifugerør viste ingen LDer (Figur 32F). 
Dette tydet opp tilstrekkelig opprensning av LDer gjennom tetthetsgradient 
ultrasentrifugeringen. Det ble observert små LDer i cellepellet dannet fra cellerester etter 
ultrasentrifugeringen, disse små LDer klarte ikke å flyte opp gjennom de tre lagene (Figur 
32G). 
 
Nitrogen bombe kan ha et volum på mellom 1,5-2,5 ml. Utifra de tre forskjellige 
fremgangsmåter som ble gjort, ble det observert at dersom det ble brukt lavt volum <1,5 ml 
av cellesuspensjon til nitrogen bombe, klarte ikke små LDer, flyte opp gjennom de tre lagene 
til toppen av Beckmanrør, og mindre LD fraksjonen ble isolert. Dette var problematisk for 
celler som har små LDer, som Plin2 celler i skjelettmuskel, særlig Plin2
-/-
 myotuber. Men på 
en annen side dersom det ble brukt større volum av cellesuspensjon til nitrogen bombe, som 
det ble gjort i forsøk I og II ble det ikke tilstrekkelig stor forskjell mellom lag.1 og lag.2 i 
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Beckmanrøret og isolering av LDer ble ikke utført tilstrekkelig. Dermed basert på de tre 
forskjellige fremgangsmåter som ble gjort, ble det utarbeidet en protokoll for isolering av 
LDer (vedlegg 9.6). LD fraksjonen som ble samlet opp varierte i volumet, mellom 0,5-1 ml 
pleid å samle, større volum ble samlet fra Plin2
+/+ 
myotuber sammenlignet med Plin2
-/- 
myotuber.  
 
5.5.2 Isolering av lipiddråper fra Plin2-/- celler med inhibitor av Atgl  
En høy mengde triglyserid per protein ble observert i Plin2 celler etter inkubering med 
inhibitor av fettvev triglyserid lipase (Atglistatin, 10 µM i DMSO) sammenlignet med bærer 
(DMSO 0,1 %), både med 100 µM og 400 µM inkubering med OA i 24 timer. Derfor ble 
isolering av LDer utført i Plin2 celler for å undersøke om tilsetning av Atglistatin kunne føre 
til at Plin2
-/-
 celler akkumulerte nok LDer til at de kunne isoleres. Til dette formålet ble Plin2 
celler sådd ut (5 petriskåler per behandling per donor), differensiert, stimulert med 200 µM 
OA for å lage LDer, inkubert med DMSO eller Atglistatin i 24 timers og høstet som 
beskrevet tidligere (avsnitt 5.5). Dette forsøket ble utført 3 ganger (n=3), men bildene under 
var tatt det tredje forsøket for etableringsteknikk for LD isolering. Mikroskopering og 
fotografering ble utført ved hjelp av Zeiss fluorescens mikroskop og bildene ble analysert 
med AxioVision software.  
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Figur 33: Isolering av lipiddråper i Plin2+/+ myotuber og Plin2-/- myotuber før 
nitrogen kavitasjon, inkubert med oljesyre. 
Plin2 myotuber inkubert med oljesyre (OA) 200 µM i 24 timer, og behandlet med bærer (DMSO 0,1 %) (A og 
B) eller inhibitor av fettvev triglyserid lipase (Atglistain, 10µM i DMSO) (C og D). Figuren viser lipiddråper før 
nitrogen kavitasjon fra Plin2
+/+
celler (A og C) og Plin2
-/-
 celler (B og D). Lipiddråper ble farget med Bodipy 
(493/503) som akkumuleres i lipiddråper og eksiterer grønn farge. Bildene er tatt med 10x forstørrelse. 
 
 
En økt akkumulert LDer ble observert i Plin2 celler behandlet med Atglistatin sammenlignet 
med Plin2 celler behandlet med DMSO før nitrogen kavitasjon, hvor LDer fremtrer som små 
grønne prikker (Figur 33C og D). Effekten av Atglistatin også ble observert i Plin2
-/-
 
myotuber, med flere LDer sammenlignet med Plin2
-/-
 myotuber akkumulert med DMSO 
(Figur 33B og D).  
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Figur 34: Isolering av lipiddråper i Plin2+/+ myotuber og Plin2-/- myotuber inkubert 
med oljesyre etter nitrogen kavitasjon. 
Plin2 myotuber inkubert med oljesyre (OA) 200 µM i 24 timer, behandlet med bærer (DMSO 0,1 %) (A og B) 
eller inhibitor av fettvev triglyserid lipase (Atglistain, 10µM i DMSO) (C og D). Figuren viser lipiddråper etter 
nitrogen kavitasjon fra Plin2+/+ myotuber (A og C) og Plin2-/- myotuber (B og D). Lipiddråper ble farget med 
Bodipy (493/503) som akkumuleres i lipiddråper og eksiterer grønn farge. Bildene er tatt med 10x objektiv.  
 
 
Etter oppbrytning av celler med nitrogen bombe ble det observert LDer fritt flytende rundt i 
cellekulturen i begge donortyper med behandling DMSO eller Atglistatin. Tilsetning av 
Atglistatin i Plin2
-/-
 myotuber førte til høyere akkumulering av LDer (Figur 34D) til at de 
kunne isoleres sammenlignet med Plin2
-/-
 myotuber uten Atglistatin (Figur 34B). Men fortsatt 
akkumuleringen av LDer i Plin2
-/-
 myotuber ble observert til å være lavere enn Plin2
+/+
 
myotuber med og uten Atglistatin (Figur 34A ogC) 
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Figur 35: Isolering av lipiddråper i Plin2+/+ myotuber og Plin2-/- myotuber inkubert 
med OA fra lipiddråpe supernatant etter kortvarig lavhastighetssentrifugering. 
Plin2 myotuber inkubert med oljesyre (OA) 200 µM i 24 timer, behandlet med bærer (DMSO 0,1 %) (A og B) 
eller inhibitor av fettvev triglyserid lipase (Atglistain, 10µM i DMSO) (C og D). Figuren viser lipiddråpe 
fraksjon etter kortvarig lavhastighets sentrifugering fra Plin2+/+ myotuber (A og C) og Plin2-/- myotuber (B og 
D). Lipiddråper ble farget med Bodipy (493/503) som akkumuleres i lipiddråper og eksiterer grønn farge. 
Bildene er tatt med 10x objektiv.  
 
 
LD supernatanten etter kortvarig lavhastighetssentrifugering ble observert til å ikke være rene 
nok fordi man ser forurensninger fra andre cellerester som ble tatt med LD supernatanten 
(Figur 35) 
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Figur 36: Isolering av lipiddråper i Plin2+/+ myotuber og Plin2-/- myotuber fra 
cellepellet dannet etter kortvarig lavhastighets sentrifugering.  
Plin2 myotuber inkubert med oljesyre (OA) 200 µM i 24 timer, behandlet med bærer (DMSO 0,1 %) (A og B) 
eller inhibitor av fettvev triglyserid lipase (Atglistain, 10µM i DMSO) (C og D). Figuren viser lipiddråper i 
cellepellet dannet etter kortvarig lavhastighets sentrifugering fra Plin2
+/+
 myotuber (A og C) og Plin2
-/-
 
myotuber (B og D). Lipiddråper ble farget med Bodipy (493/503) som akkumuleres i lipiddråper og eksiterer 
grønn farge. Bildene er tatt med 10x objektiv.  
 
 
Etter kortvarig lavhastighetssentrifugering ble det observert noe LDer i cellekjerner og uløste 
celler i begge donortyper (Figur 36). Det tydet på ikke fullstendig nedbrytning av celler.  
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Figur 37: Isolering av lipiddråper i Plin2+/+ myotuber og Plin2-/- myotuber etter fra 
lipiddråpe supernatant etter tetthetsgradient ultrasentrifugering. 
Plin2 myotuber inkubert med oljesyre (OA) 200 µM i 24 timer, behandlet med bærer (DMSO 0,1 %) (A og B) 
eller inhibitor av fettvev triglyserid lipase (Atglistain, 10µM i DMSO) (C og D). Figuren viser lipiddråpe 
fraksjon etter tetthetsgradient ultrasentrifugering fra Plin2
+/+
 myotuber (A og C) og Plin2
-/-
 myotuber (B og D). 
Lipiddråper ble farget med Bodipy (493/503) som akkumuleres i lipiddråper og eksiterer grønn farge. Bildene er 
tatt med 10x objektiv.  
 
 
Etter tetthetsgradient ultrasentrifugering ble det observert høyere renhet av LDer (Figur 37) i 
begge donortyper. Tilsetning av Atglistatin i Plin2
-/-
 myotuber førte til høyere akkumulering 
av LDer i Plin2
-/-
 myotuber (Figur 37D) sammenlignet med mytouber uten Atglistatin (Figur 
37B). Men det ble også observert at akkumulering av LDer i Plin2
-/-
 myotuber med tilsatt 
Atglistatin var fortsatt lavere i forhold til Plin2
+/+
 myotuber med og uten Atglistatin (Figur 
37A og C).  
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Figur 38: Isolering av lipiddråper i Plin2
+/+
 myotuber og Plin2
-/-
 myotuber fra cellepellet 
dannet etter tetthetsgradient ultrasentrifugering. 
Plin2 myotuber inkubert med oljesyre (OA) 200 µM i 24 timer, behandlet med bærer (DMSO 0,1 %) (A og B) 
eller inhibitor av fettvev triglyserid lipase (Atglistain, 10µM i DMSO) (C og D). Figuren viser lipiddråper fra 
cellepellet etter tetthetsgradient ultrasentrifugering fra Plin2
+/+
 myotuber (A og C) og Plin2
-/-
 myotuber (B og 
D). Lipiddråper ble farget med Bodipy (493/503) som akkumuleres i lipiddråper og eksiterer grønn farge. 
Bildene er tatt med 10x objektiv.  
 
 
I cellepelleten dannet fra cellerester etter tetthetsgradient ultrasentrifugering ble det observert 
nesten ingen LDer, kanskje noe få små LDer ble vist i begge donortyper som ikke klarte å bli 
fraktet til toppen av ultrasentrifugerør (Figur 38). Dette tydet på at isoleringsteknikken er 
ganske effektiv for isolering av LDer med et optimalt utbytte.   
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6 Diskusjon 
Perilipin 2 (Plin2) er et lipiddråpe-assosiert protein på overflaten av lipiddråper (LD) 
lokalisert i cytosolen som er mest rikelig i skjelettmuskulaturen, særlig type 1-fiber. Plin2 
funksjonen er enda ikke kjent. Det er lite som er kjent om fordeling av Plin2 eller dens 
tilknytning til LDer i humane skjelettmuskel, men viser til å spille rolle i regulering av 
lipolyse av triglyserider (TG) til frie fettsyrer (FFA) ved å begrense interaksjon av lipaser 
med TG innenfor LDer [42]. I tillegg ble det vist i flere studier at økt Plin2 uttrykk stimulerte 
opptaket av FFA, økt akkumulering av TG i LDer, og svekking av insulinsignalering. Slik at 
økt overuttrykk av Plin2 i skjelettmuskel er assosiert med fedme og insulinresistens, noe som 
er viktig i forhold til type 2-diabetes (T2D) og metabolsk syndrom [41] [37].  
 
I denne oppgaven ble det benyttet myoblast kulturer fra Plin2
+/+
 (Villtype) og Plin2
-/-
 
(knockout) mus. Cellene ble dyrket og differensiert til flerkjernede myotuber før det ble 
utført forsøk på dem. I forsøkene ble Plin2
-/-
 myotuber sammenlignet med Plin2
+/+
 myotuber, 
for å studere Plin2 sin rolle i myotubene.   
 
6.1 Validering av cellemodellen 
Først ble cellemodellen validert for å kunne stole på resultatene under forsøkene. Til dette ble 
mRNA mengde kvantifisert for Plin2 i myotubene ved hjelp av sanntids-qPCR. Plin2 
myoblaster fra Plin2
+/+
 (Donor WT1) og Plin2
-/-
 (Donor KO5) mus ble sådd ut, proliferert, 
differensiert til myotuber, høstet og undersøkt ved sanntids-qPCR (se avsnitt 4.3.5). Mengde 
mRNA Plin2 kvantifisert er relatert til TBP (endogen kontroll). Resultatene viste at mRNA 
fra Plin2 genet ikke er tilstede i Plin2
-/- 
myotuber (Donor KO5) ved hjelp av primer som er 
utformet til å amplifisere over ekson 4-6 sammenlignet med sammenlignet med Plin2
+/+
 
(Donor WT1) myotuber (Figur 21A). Plin2
-/-
 celler i denne oppgaven ble generert av 
forskningsgruppen Feng, Dalen, Rustan og medarbeidere ved hjelp av rekombinering, hvor 
de to LoxP områder ble satt inn i intron 3 og intron 6 sammen med FRT-neomycin-FRT-loxP 
kassett. Under eksponering med cre-rekombinase enzymet ble det dannet en avkortet Plin2 
allell med en ut-av-ramme spleising av ekson 4 til 7 og inføring av en tidlig stoppkodon 
(Figur 39). Denne forskjellen i Plin2 uttrykket i Plin2
-/-
 (Donor KO5) sammenlignet med 
Plin2
+/+
 (Donor WT1) myotuber viste at cellemodellen er godkjent for bruk til forsøk.      
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Figur 39: En skjematisk tegning av Plin2-/- gen og den modifiserte Plin2 flankert allell generert etter homolog 
rekombinasjon med flankert-målrettet vektor. LoxP settes inn i intron 3 og intron 6 sammen med FRT-
neomycin-FRT-loxP kassett som resulterer til sletting av ekson 4-6 når de utsettes for Cre-rekombinase (Dalen 
og Kimmel, upublisert) 
 
 
6.2 Oppsummering av oppgavens hovedfunn 
Hovedfunnene i denne masteroppgaven var observasjon av manglende proliferering og 
differensiering av celler dyrket opp i petriskål med glassbunn i forhold til 12-brønners brett 
med plastbunn. Petriskål med glassbunn ble brukt for å kunne få bedre bilder og det viste seg 
at celler differensierte dårligere i petriskål med glassbunn og løsnet fra bunnen (Figur 24).  
 
Ved genekspresjonsforsøk av gener i Plin2 celler ble det observert signifikant lavere mRNA-
uttrykket av Plin2 ekson 3-6 i Plin2
-/-
 myotuber sammenlignet med Plin2
+/+ 
myotuber 
uavhengig av forbehandling med OA (Figur 21B). I tillegg ble det observert nedregulering av 
Plin3 (Figur 22B) og en oppregulering av Plin1, Plin4 og Plin5 i Plin2
-/-
 myotuber i forhold 
til Plin2
+/+
 myotuber, uavhengig av forebehandling med OA (Figur 22). Det ble imidlertid 
ikke observert en signifikant forskjell i mRNA-uttrykk av CD36 (Figur 23).  
 
I forsøket hvor lagring av lipiddråper (LDer) i Plin2 celler ble undersøkt ved mikroskopering, 
ved å farge LDer med Bodipy (493/503), ble det ikke observert en merkbar forskjell i lagring 
av LDer mellom Plin2
+/+
 myotuber og Plin2
-/-
 myotuber uten tilsatt OA (Figur 26A og B). 
Forskjellen i lagring av LDer mellom Plin2
+/+
 myotuber og Plin2
-/-
 myotuber økte etter 
forbehandling med OA i 24 timer (Figur 27) og (Figur 28). Det ble imidlertid observert flere 
LDer i Plin2
+/+
 myotuber inkubert med 100 µM og 400 µM OA i 24 timer enn uten tilsatt OA 
 90 
(Figur 27A) (Figur 28A), og sammenlignet med Plin2
-/-
 myotuber (Figur 27B) og (Figur 
28B). Dette kan tyde på at høyere konsentrasjon av OA førte til høyere lagring av LDer i 
myotuber.  
 
Hemming av fettvev triglyserid lipase (Atgl) ved bruk av Atglistatin undersøkt ved 
mikroskopering, viste til å øke lagring av LDer i begge donortyper. Ved mikroskopering ble 
det observert noe få LDer i Plin2
+/+
 myotuber behandlet med Atglistatin uten tilsatt OA 
(Figur 26C) i forhold til samme donortype uten Atglistatin (Figur 26A). Tilsetning av OA og 
Atglistatin førte til høyere lagring av LDer i begge donortyper, både myotuber inkubert med 
100 µM og 400 µM OA (Figur 27C og D) og (Figur 28C og D). Etter tilsetning av 
Atglistatin, ble det observert ganske lik lagring av LDer mellom Plin2
+/+
 myotuber og Plin2
-/-
 
myotuber, inkubert med 100 µM (Figur 27C og D). Etter økning av OA konsentrasjon til 400 
µM ble det observert lavere lagring av LDer i Plin2
-/-
 myotuber med tilsatt Atglistatin (Figur 
28D) sammenlignet med Plin2
+/+
 myotuber (Figur 28C).  
 
I forsøket hvor lagring av LDer i Plin2 celler ble undersøkt ved kvantifisering av TG og 
protein, ble det observert signifikant lavere TG konsentrasjon i Plin2
-/-
 myotuber 
sammenlignet med Plin2
+/+
 myotuber, uavhengig av OA stimulering og Atgl hemming (Figur 
29A og B). I forsøket hvor det ble undersøkt om lavere TG konsentrasjon i Plin2
-/-
 celler med 
ulike behandlinger, skyldes påvirkning av LD lagring eller celleproliferering ved 
kvantifisering av proteiner, ble det observert signifikant lavere protein konsentrasjon i Plin2
-/-
 
celler i forhold til Plin2
+/+
 celler, uavhengig av OA stimulering og Atgl hemming (Figur 29C 
og D). Når mengde TG ble normalisert mot protein, ble det observert en signifikant lavere 
TG konsentrasjon i Plin2
-/-
 myotuber uten Atgl hemming, inkubert med 400 µM OA (Figur 
30A). Dette samsvarte med observasjonen fra mikroskopering (Figur 28). Det var en 
signifikant lavere TG konsentrasjon i Plin2
-/-
 myotuber med tilsatt Atglistatin, inkubert med 
100 µM OA (Figur 30B). Etter økning av OA konsentrasjon til 400 µM, var det ikke 
signifikant forskjell mellom donortyper med tilsatt Atglistatin (Figur 30B). 
 
I forsøket for etablering av teknikk for isolering av LDer, viste det seg at nitrogen kavitasjon 
var en effektiv teknikk for lysering uten å ødelegge LDer, og for å få LDer ut av cellene 
(Figur 32). Effekten av nitrogen kavitasjon er mest synlig i Figur 32A og B, hvor LDer ble 
vist før lysering med nitrogen bombe, som små grønne prikker inne i cellene (Figur 32A). 
Etter lysering av celler med nitrogen bombe ble LDer observert til å være fritt flytende rundt i 
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cellekulturen (Figur 32B). Det ble observert at kortvarig lavhastighetssentrifugering var 
effektiv måte for å fjerne cellekjerner og uløste celler fra LDer. Lavhastighets sentrifugering 
er ikke alene effektiv for isolering av LDer, hvor det ble observert noen forurensninger i LD 
supernatanten (Figur 32C). Men noe LDer ble observert i uløste celler (Figur 32D). Det ble 
også observert at ultrasentrifugering med tetthetsgradient av sukrose var en effektiv teknikk 
for isolering av LDer og for å få renere LDer separert fra andre cellulære fraksjoner 
(forurensede celleorganeller). Effekten av tetthetsgradient ultrasentrifugering er bedre synlig i 
Figur 32E, F og G, hvor LDer ble observert med flere små LDer som har akkumulert 
sammen, og ble observert som store sirkler med grønn farge (Figur 32E). Nesten ingen LDer 
ble sett i skillelaget mellom fasene (Figur 32F) og noe små LDer ble observert i cellepelleten 
dannet av cellerester i bunnen av Beckmanrøret etter ultrasentrifugering (Figur 32G).  
 
I forsøket for isolering av LDer fra Plin2 celler med bruk av inhibitor av Atgl, ble det 
observert at tilsetning av Atglistatin hadde effekt på akkumulering av LDer inkubert med 200 
µM OA i Plin2
-/- 
myotuber. Effekten av Atglistatin på akkumulering av LDer er synlig både 
før lysering av celler med nitrogen bombe (Figur 33) og etter lysering av celler med nitrogen 
bombe (Figur 34). Etter lysering av celler, ble kjerner og uløste celler fjernet ved hjelp av 
kortvarig lavhastighetssentrifugering. Men det ble observert at LDer ikke var nok rene, ved at 
det ble sett andre forurensede celleorganeller fra LD supernatanten (Figur 35). Etter 
lavhastighetssentrifugering ble det observert noe LDer i uløste celler (Figur 36), dette tydet 
på ikke fullstendig lysering av celler. Etter ultrasentrifugering med tetthetsgradient av 
sukrose ble det observert isolerte rene LD uten foruresninger fra andre celleorganeller (Figur 
37). Det ble observert at hemming av Atgl, førte til høyere akkumulering av LDer i Plin2
-/-
 
celler sammenlignet med uten hemming av Atgl (Figur 37D). Det ble observert noe få små 
LDer i cellepellet dannet av cellerester i bunnen av Beckmanrør etter tetthetsgradient 
sentrifugering (Figur 38).  
 
6.3 Genuttrykk studie  
Resultater fra sanntids-qPCR forsøk viste lavt uttrykk av Plin2 ekson 3-6 i Plin2
-/-
 myotuber 
sammenlignet med Plin2
+/+
 myotuber, ved bruk av primer utformet til å amplifisere over 
ekson 7-8 og nærliggende intron regioner, både med og uten tilsetning av OA (Figur 21B). 
Fjerning av ekson 4-6 ble det anslått til å produsere en avkortet transkribert gen hvor ekson 3 
og 7 ble smeltet og genererte en ramme-forskyvning mutasjon og en tidlig stop kodon. 
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McManaman viste i sin studie at fjerning av ekson 5 i museleverceller resulterte til 
forstyrrelse av transkripsjon av downstream eksoner [68]. Med hensyn til resultater vist i 
McManaman studie, ble det observert lavt nivå av Plin2 mRNA i Plin2
-/-
 myotuber ved ekson 
7-8. Dette stemte med at fjerning av ekson 4-6 resulterte til forstyrrelse av transkripsjon av 
ekson 7-8.  
 
For Plin3 er uttrykket signifikant lavt i Plin2
-/-
 myotuber sammenlignet med Plin2
+/+
 
myotuber uten tilsatt OA. Etter forbehandling av myotubene med100 µM OA ser man en 
signifikant lavere Plin3 uttrykk i Plin2
+/+
 myotuber sammenlignet med uten tilsatt OA (Figur 
22B).  
 
For Plin4 er uttrykket signifikant økt i Plin2
-/-
 myotuber sammenlignet med Plin2
+/+
 
myotuber, uavhengig av OA forbehandling. Økning av Plin4 kan være den kompensatoriske 
effekten av ikke-lipid holdige LD pooler (lager) av Plin4 som fungerer som reservoar for LD-
assosierte proteiner, da de generer rask pakking av nye syntetiserte TGer i LDer og maksimal 
energi lagring under tilgang på næring [48].  
 
CD36 er en membrantransportør som medierer opptaket av frie fettsyrer (FFA) til 
muskelceller fra blodbanen [33]. Det var ingen klare forskjeller i ekspresjon av CD36 mellom 
donortyper, med og uten OA (Figur 23).  
 
 
6.4 Lagring av lipiddråper i myotuber  
I denne oppgaven ble lagring av lipiddråper (LD) undersøkt in vitro ved hjelp av 
kvantifisering av TG og protein, og mikroskopering og fotografering ved bruk av Bodipy 
(farget LDer) og monteringsmedium med DAPI (farget cellekjerner) for farging. Bodipy 
(493/503) fargestoffet ble brukt for å farge nøytrale lipider (LD) i levende celler eller fikserte 
celler emiterer lysgrønt fluorescens [69].  
 
De fleste dyrkede celler akkumulerer kun en liten mengde nøytrale lipider i LDer. For å 
fremme syntese av TG og dannelse av LDe, kan fettsyrer kompleksbundet til albumin 
tilsettes til dyrkningsmedium. Oljesyre er et godt substrat for TG syntese og blir vanligvis 
benyttet til dette formålet [64]. Resultater fra forsøk på lagring av LDer i Plin2 celler ved 
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mikroskopering uten tilsatt OA, viste at det ikke var lett å se en øyenfallende forskjell i 
mengde LDer i myotuber. Det viste seg at det ikke var forskjell i lagring av LDer mellom 
Plin2
-/-
 myotuber og Plin2
+/+
 myotuber. Wilde, Smit et al. viste i sin studie at OA er sterkere 
induser av LDer enn palmitinsyre i C2C12 celler, som førte til økt LD nivå som var assosiert 
med økt TG akkumulering [41]. Som vist på Figur 26, kan en mulig forklaring på hvorfor 
forskjellene mellom Plin2
 
myotuber ikke kommer veldig klart frem uten inkubering med OA 
være fravær av Plin2 proteinet, som gjør at myotubene ikke klarte å lage like mange LDer 
som Plin2
+/+
 myotuber (Figur 26A og B). Studie har vist at LDer i Plin2
-/-
 celler fra C2C12 
celler var merkbar større, etter inkubering av OA sammenlignet med uten tilsatt OA [37]. 
Med hensyn til resultater vist i Bosma studie, ble det imidlertid observert flere og større LDer 
i Plin2
-/-
 myotuber etter inkubering med OA. Men det ble også observert at LDer i Plin2
-/-
 
myotuber var fortsatt færre og mindre enn Plin2
+/+
 myotuber (Figur 27B). En av årsakene til 
dette kan muligens være for mye bakgrunn som gjorde LDer mindre synlige. Bakgrunnen kan 
skyldes at små LDer var spredt over cytoskjelettet som ble vist som grønn farge, eller at 
cytoplasmaet i myotuber ble også farget med Bodipy sammen med LDer. Disse gjør at LDer 
er mindre synlige. En annen ting som gjorde observeringen vanskelig var at LDer i Plin2 
muskelceller og trolig generelt i muskelceller er mye mindre i størrelse og flere i antall i 
forhold til LDer i fettceller, dette gjelder særlig Plin2
-/-
 muskelceller. Det er derfor vanskelig 
å observere en forskjell i størrelse og antall LDer i disse celler ved mikroskopering uten 
troverdig metode for måling av størrelse eller kvantifisering av LDer.  
 
Siden TG er et av de primære nøytrale lipider i kjernen av LDer [1], kan akkumulering av 
LDer måles ved hjelp av kvantifisering av TGer. TG konsentrasjon ved kvantifisering ble 
målt som mål på mengde LDer og protein konsentrasjon ble målt som mål på antall celler. 
RIPA lyseringsbuffer ble brukt til myotuber under høstingen. RIPA buffer er et egnet 
lyseringsbuffer til dette formålet fordi det fremmer effektiv lysering av celler og 
solubilisering av proteiner samtidig som det forebygger degradering av proteiner [70]. 
Dataene fra kvantifisering forsøker av TG og protein viste signifikant lavere TG og protein 
konsentrasjon i Plin2
-/-
 myotuber sammenlignet med Plin2
+/+
 myotuber (Figur 29A og C). 
Studier har vist at fravær av Plin2 resulterte økt degradering (lipolyse) av LDer, økt 
oksidasjon av FFA i mitokondrie (Feng, Dalen, Rustan og medarbeidere, upublisert) [71]. 
Inntrykket av at det ble var lavere TG konsentrasjon i Plin2
-/-
 myotuber i forhold til Plin2
+/+
 
myotuber kan ha en sammenheneg med dette, som kan tyde på at fravær av Plin2 kan føre til 
at myotubene ikke klarte å lagre FFA som TG i LDer like effektiv som Plin2
+/+
 myotuber 
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som uttrykker Plin2 proteinet, og FFA som ble tatt opp av Plin2
-/-
 celler gikk i større grad til 
oksidasjon. Dette kommer frem ved både 100 µM og 400 µM OA konsentrasjon (Figur 29A).  
 
I tillegg viste gruppen av Feng, Dalen, Rustan og medarbeidere at fravær av Plin2 fører til økt 
inkorporering av 400 µM OA til fosfolipider sammenlignet med Plin2
+/+
 myotuber (Feng, 
Dalen, Rustan og medarbeidere, upublisert).  Når mengde TG ble normalisert mot protein, 
var det signifikant lavere TG konsentrasjon i Plin2
-/-
 myotuber sammenlignet med Plin2
+/+
 
myotuber, inkubert med 400 µM OA som kan ha en sammenheng med dette (Figur 30).  
 
Resultatene fra kvantifisering av TG og lagring av LDer ved hjelp av mikroskopering viste at 
Plin2 er et protein som spiller viktig rolle for lagring av TG i LDer, dette er også vist av 
Bosma. et al. gjennom deres forsøk som viste fravær av Plin2 protein reduserte TG lagring og 
dannelse av LDer i C2C12 celler [37]. Flere studier har vist at Plin2 proteinet fremmet 
lipidakkumulering i LDer ved å begrense interaksjonen av lipaser med TG inne i LDer og 
hemmet lipolyse [37, 38, 50]. Utfra denne hypotesen fravær av Plin2 protein fremmet 
lipolyse og nedsatt TG akkumulering i LDer (Feng, Dalen, Rustan og medarbeidere, 
upublisert), slik som resultatene fra kvantifisering av triglyserider og lagring av LD ved 
mikroskopering i denne oppgaven viste. 
 
6.5 Lagring av lipiddråper og hemming av Atgl 
I denne oppgaven ble substansen Atglistatin brukt for å studere hvordan hemming av fettvev 
triglyserid lipase (Atgl) påvirket lagring av lipiddråper (LDer) i Plin2
-/-
 myotuber og Plin2
+/+
 
myotuber. Derfor ble myotubene behandlet med Atglistain (10 µM i DMSO) samtidig. 
Atglistatin er en selektiv inhibitor av Atgl som reduserer fettsyre metabolisme [56].  
 
I forsøk hvor lagring av LDer med tilsatt Atglistatin ble undersøkt ved mikroskopering, ble 
det observert noe få LDer i Plin2
-/-
 myotuber uten tilsatt OA (Figur 26C). Etter 24-timers 
inkubering med OA (100 µM og 400 µM) ble det observert høyere lagring av LDer ved 
mikroskopering i begge donortyper med tilsatt Atglistatin (Figur 27C og D) og (Figur 28C og 
D). Feng, Dalen og Rustan og medarbeidere viste i sin studie at hemming av Atgl førte til økt 
TG akkumulering, ved at degradering (lipolyse) av LDer ble hemmet som igjen førte til flere 
LDer (Feng, Dalen, Rustan og medarbeidere, upublisert).  Inntrykket av at det var høyere 
lagring av LDer i Plin2
-/-
 myotuber og Plin2
+/+
 myotuber med tilsatt Atglistatin kan muligens 
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ha en sammenheng med dette. Etter 24-timers inkubering med 100 µM OA og tilsetning av 
Atglistatin, ble det ikke observert stor forskjell i lagring av LDer mellom donortyper (Figur 
27C og D). Etter økning av OA til 400 µM, ble det observert færre LDer i Plin2
-/-
 myotuber 
(Figur 28D) i forhold til Plin2
+/+
 myotuber.  
 
I det forsøk hvor effekten av Atglistatin på lagring av LDer med tilsatt OA ble undersøkt ved 
kvantifisering av TG og protein, ble det observert lavere TG konsentrasjon i Plin2
-/-
 myotuber 
sammenlignet med Plin2
+/+
 myotuber (Figur 29B). En pågående studie (Feng, Dalen, Rustan 
og medarbeidere, upublisert) viste at Atgl er mer aktiv i LDer fra Plin2
-/-
 myotuber i forhold 
til Plin2
+/+
 myotuber (Feng, Dalen, Rustan og medarbeidere, upublisert). Studiet viste videre 
at behandling av myotuber med Atglistatin viste økt OA akkumulering som TG, DAG eller 
FFA med økende OA konsentrasjon i Plin2 celler. Det ble også vist høyere OA akkumulering 
i Plin2
-/-
 myotuber med økende OA konsentrasjon sammenlignet med Plin2
+/+
 myotuber 
(Feng, Dalen, Rustan og medarbeidere, upublisert). I motsatt til det upubliserte studiet, 
resultatet fra TG kvantifisering i denne oppgaven viste lavere akkumulering av LDer (TG 
konsentrasjon) i Plin2
-/-
 myotuber sammenlignet med Plin2
+/+
 myotuber med hemming av 
Atgl. Ved OA konsentrasjon på 400 µM, var TG konsentrasjon signifikant lavere i Plin2
-/-
 
myotuber sammenlignet med 100 µM (Figur 29B). Dette var også observert ved 
mikroskopering. Forsøket for kvantifisering av proteiner, viste også signifikante lavere 
protein konsentrasjon i Plin2
-/-
 myotuber i forhold til Plin2
+/+
 myotuber, avhengig av OA 
stimulering og Atgl hemming (Figur 29D). Når mengde TG ble normalisert mot protein, ble 
det observert lavere TG konsentrasjon i Plin2
-/-
 myotuber sammenlignet med Plin2
+/+
 
myotuber med tilsatt Atglistatin og 100 µM OA (Figur 30B). Dette tydet på at nedsatt TG 
konsentrasjon i Plin2
-/-
 celler, skyldes lavt antall celler og ikke lavt i mengde LDer. Det kan 
også skyldes pipetteringsfeil ved kvantifisering av TG og protein.  
 
6.6 Etablering av teknikk for isolering av lipiddråper 
I denne oppgaven, formålet med etablering av teknikk for isolering av LDer var å isolere rene 
LDer med minimal forurensning. Det mest kritiske trinnet for isolering av LDer trinnet var 
valg av metode for oppbrytning av celler for å holde LDer intakt. I følge Brasaemle et al. 
nitrogen kavitasjon gir gode resultater for celleoppbrytning og er spesielt effektiv for lysering 
av cellene og samtidig som LDer var intakt [64]. Resultatet fra in vitro forsøket fra Plin2
+/+
 
myotuber (etablering av teknikk for isolering av LDer) i denne oppgaven, viste at nitrogen 
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bombe fungerte for lysering av celler ved 650-700 psi (pounds per square inch) for 20 
minutter. Buffer A (25mM Tricin pH 7.6, 250 mM sukrose) ble brukt for å resuspendere 
celleløsningen før nitrogen kavitasjon, buffer A blir brukt for isolering av LDer fra 
skjelettmuskel [65].  Effekten av nitrogen bombe ble observert etter lysering av celler (Figur 
32B), hvor LDer ble sett fritt flytende rundt i celleløsningen.  
 
Kortvarig lavhastighetssentrifugering 
Det ble observert at ved hjelp av kortvarig lavhsatighets sentrifugering ved 3000 rpm, 4 °C i 
10 minutter kan cellekjerner og uløste celler fjernes. Ved denne sentrifugeringen LDer flyter 
raskt på overflaten (supernatant) (Figur 32C) [65]. I cellepellet dannet fra kjerner og uløste 
celler etter lavhastighets sentrifugering, ble det observert noe LDer igjen inne i celler (Figur 
32D), som tydet på ikke fullstendig lysering av celler. For å forbedre resultatet av 
oppbrytning av celler kan det tenkes med å prøve med høyere trykk i nitrogen bombe, 800 psi 
[72]. For isolering av rene LDer med minimal kontaminasjon av cellulære membraner og 
spesielt mitokondrier, en kort lavhastighets sentrifugering er ikke nok. Ved lavhastighets 
sentrifugering LDer flyter raskt opp på toppen og andre kontaminerende membraner, spesielt 
mitokondrier vil følge med LDer. Dermed for effektiv isolering av LDer kan nitrogen bombe 
for oppbrytning av celler, lavhastighetssentrifugering og ultrasentrifugering med en 
usammenhengende tetthetsgradient gir gode resultater med >95 % isolert LD fra cellelysatet 
[64].  
 
Tetthetsgradient ultrasentrifugering 
I denne oppgaven ble tetthetsgradient ultrasentrifugering teknikk med sukrose undersøkt for 
isolering av LDer, som er en metode for isolering av høyrensede LDer med minimal 
forurensninger av andre cellekomponenter. Siden segmenter av endoplasmatisk retikulum 
(ER) og mitokondrier som ligget ofte tett imot LDer i intakte celler, isolerte LD fraksjonen 
skal inneholde mindre nivå av disse membraner. Disse forurensninger (membraner) ble 
redusert ved at LDer beveget seg oppover gjennom de to lagene med avtagende 
tetthetsgradient løsninger inneholdende sukrose og løset dråper fra løselige proteiner [64]. På 
denne måten blir LDer renset optimalt. Buffer B (20mM HEPES, pH 7.4, 100mM KCl, 2mM 
MgCl2) ble brukt for å kunne lage en tetthetsgradient av sukrose [64]. Sukrose var et godt 
valg for å gi en tetthetsgradient sentrifugering for separering av LDer fra andre cellulære 
fraksjoner [66].  
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Ultransentrifugering med tetthetsgradient av sukrose fra denne oppgaven viste å være en 
effektiv metode for isolering av rene LDer. Det ble vist at ved isolering av LDer med 
ultrasentrifugeringsteknikk, at teknikken virket optimalt for isolering av rene LDer som lå tett 
sammen (Figur 32E), ingen LDer ble observert i skillelaget mellom fasene (Figur 32F) og 
noe små LDer ble observert i cellepellet dannet av cellerester i bunnen av Beckmanrør etter 
ultrasentrifugering (Figur 32G). Resultatene tydet at ultrasentrifugering ved 300 000xg ved 4 
°C i 1 tim, og bruk av Beckmanrør for en SW28 rotor for oppsamling av LD fraksjon med 
små volum var en vellykket teknikk for isolering av LDer [64]. Størrelsen til 
ultrasentrifugerør spiller også rolle i isolering av LDer, bred diameter ultrasentrifugerør 
anbefales ikke for isolering av LDer fra et relativt lite antall celler. Da vil LD laget være 
diffuse som forstyrrer LD takingen [64]. Bruk av Beckmanrør (11x60 mm) viste til å være et 
godt valg for isolering av LDer fra lite antall celler, særlig Plin2
-/-
 celler.  
 
Brasaemle et al. viste at den relative renheten av LD fraksjonen ble påvirket av flere faktorer, 
inkludert størrelsen av LD og antall LDer i cellekulturen [64]. Resultatet fra denne oppgaven 
viste at det var fortsatt noe små LDer igjen i cellepellet dannet av cellerester etter 
ultrasentrifugeringen (Figur 32G). Sammen med dette volumet av celleløsning overført i 
nitrogen bombe, spiller også viktig rolle i isolering av LDer. I og med at nitrogen bombe kan 
ha et volum på mellom 1,5-2,5 ml, på den ene siden et lavt volum (<1,5 ml) av celleløsningen 
vil ikke små LDer klare å bli fraktet opp gjennom lagene. Dette samsvarte med det som ble 
sagt av Brasaemle, små LDer har ikke mulighet til å bli fraktet opp gjennom tetthetsgradient 
lagene i ultrasentrifugering [64]. Dette indikerte til dårlig renhet av LDer og mindre isolert 
LD fraksjon. Men på en annen side overføring av et større volum (>2,5 ml) av celleløsning til 
nitrogen bombe, ble det ikke tilstrekkelig stor tetthetsforskjell mellom de tre lagene og LDer 
ble ikke isolert tilstrekkelig. Basert på dette ble det anbefalt å lage et volum på 2 ml 
celleløsning, overført til nitrogen bombe, med tilstrekkelig tetthetsforskjell mellom lagene for 
å få tilstrekkelig isolering av LDer.  
 
6.7 Isolering av lipiddråper fra Plin2+/+ og Plin2-/- 
myotuber  
Det ble observert at Plin2
-/-
 celler med Atglistatin akkumulerte mer LDer sammenlignet med 
Plin2
-/-
 celler uten Atglistatin, inkubert med 200 µM OA. Effekten av Atglistatin på 
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akkumulering av LDer ble også observert i Plin2
+/+
 celler i forhold til samme donortype uten 
Atglistatin (Figur 33). Dette ble observert før lysering av celler ved nitrogen bombe (Figur 
33). For isolering av rene LDer fra Plin2 celler med og uten Atglistatin, med minimal 
kontaminasjon av cellulære membraner ble celleløsningen sentrifugert kortvarig ved 
lavhastighet. Det meste av LDer ble isolert etter at cellekjerner og uløste celler ble fjernet ved 
hjelp av kortvarig lavhastighets sentrifugering. LD som flytet raskt opp på toppen av 
sentrifugerør etter kortvarig lavhastighets sentrifugering, viste til å ikke være rene nok ved at 
andre kontaminerende membraner vil følge med dem [64]. Dette ble observert i begge 
donortyper, uavhengig av Atgl hemming (Figur 35). I cellepellet dannet fra cellekjerner og 
uløste celler etter lavhastighets sentrifugering (3000 rpm, 4 °C i 10 minutter), ble det 
observert noe LDer i begge donortyper. Det ble observert færre LDer gjenstått i cellepellet fra 
Plin2
-/-
 celler i forhold til Plin2
+/+
 celler etter lavhastighets sentrifugering, uavhengig av Atgl 
hemming. Forurensninger som segmenter fra endoplasmatiske retikulum (ER) og 
mitokondrier som ligger tett mot LDer og intakte celler, ble redusert ved hjelp av lagdeling 
tetthetsregulert under to avtagende tetthetsgradient ultrasentrifugering [64].  Når LDer får 
flyte opp på toppen av Beckmanrør gjennom to lag med sukrose gradient, blir de renset bedre 
enn om de kunne sentrifugeres. Det syns klart på figuren at det finns andre foruresninger i 
tillegg til LDer i LD supernatanten etter kortvarig lavhastighets sentrifugering, mens etter 
tetthetsgradient ultrasentrifugering syns ikke LDer å være nevneverdig forurenset med andre 
kontaminanter (Figur 37). Hemming av Atgl førte til høyere akkumulering av LDer i begge 
donortyper sammenlignet med myotuber uten hemming av Atgl (Figur 37D). Men 
akkumulering av LDer i Plin2
-/-
 celler med hemming av Atgl, viste til å være fortsatt lavere 
sammenlignet med Plin2
+/+
 celler (Figur 37C og D). I cellepellet dannet av cellerester etter 
ultrasentrifugering, ble det observert nesten ingen LDer.  
 
Brasaemle et al. fant i deres studie at den relative renheten av LD fraksjonen kan påvirkes av 
flere faktorer, størrelsen av LDer og antall LDer i cellekulturen [64]. Resultatene fra denne 
oppgaven (isolering av LDer fra Plin2
-/-
 og Plin2
-/-
 myotuber) tyder på god effektivitet med 
denne LD isoleringsmetoden for Plin2 celler ved hjelp av nitrogen kavitasjon for lysering, 
kortvarig lavhastighets sentrifugering og tetthetsgradient ultrasentrifugering med sukrose. 
Hemming av Atgl førte til at det ble akkumulert nok LDer i Plin2
-/-
 celler til at de kunne 
isoleres. Antallet isolert LDer i Plin2
-/-
 celler var fortsatt lavere i forhold til Plin2
+/+
 celler 
selv om Atglistatin ble benyttet, dette kan skyldtes et lavere antall celler i Plin2
-/-
 celler i 
forhold til Plin2
+/+
 celler.  
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6.8 Veien videre 
Videre studier er nødvendig for å avklare Plin2 proteinets funksjon i skjelettmuskel. Det bør 
gjøres flere forsøk for lagring av LDer i Plin2 celler. I tillegg er det viktig å undersøke 
effekten av Atglistatin for lagring av LDer i Plin2
-/-
 celler, ved for eksempel kvantifisering av 
triglyserider og proteiner, kvantifisering av LDer med hjelp av «live imaging». Dette arbeidet 
resulterte i etablering av en teknikk for isolering av LDer fra Plin2 myotubene, som kan 
benyttes videre for å studere forskjeller mellom LDer i Plin2
+/+
 myotuber og Plin2
-/-
 
myotuber. Slike isolerte LDer kan blant annet brukes til å analysere lipidkomponenter i LDer 
med tynnsjiktkromatografi (TLC) eller studere proteiner på overflaten av LD ved hjelp av 
western analyse. 
 
 
 100 
7 Konklusjon 
 
Ut fra forsøkene gjort i denne masteroppgaven kan det konkluderes med at Plin2 proteinet 
spiller viktig rolle for lagring av LDer i skjelettmuskulatur. Den eksakte mekanismen for 
hvordan Plin2 påvirker lagring av LD er fremdeles uklar.  
 
Det ble vist at Plin2 var uttrykt i myotuber fra Plin2
+/+
 mus, og ikke uttrykt i myotuber fra 
Plin2
-/-
 mus. Det ble også vist at fravær av Plin2 påvirker mRNA uttrykket av andre 
perilipiner og andre CD36.  
 
Det ble observert en signifikant lavere triglyserid (TG) akkumulering (LD lagring) i Plin2
-/-
 
myotuber enn Plin2
+/+
 myotuber, ved hjelp av kvantifisering av TG og protein og 
mikroskopering ved å farge LD med Bodipy fargestoff. Akkumuleringen av TG (LD lagring) 
i Plin2
+/+
 myotuber økte med økede konsentrasjon av oljesyre (OA), men det var ikke stor 
forskjell i akkumulering av TG (LD lagring) i Plin2
-/-
 myotuber med økende konsentrasjon av 
OA. Det ble observert at Atglistatin hadde effekt på akkumuleringen av TG (LD lagring) i 
Plin2 myotuber, særlig i Plin2
-/-
 myotuber ble det observert en høyere mengde TG i nærvær 
av Atglistatin sammenlignet med Plin2
+/+
 myotuber. Dette gjelder for 100 µM og 400 µM 
OA konsentrasjoner. Det ble observert lavere TG akkumulering i Plin2
-/-
 myotuber tilsatt 
Atglistatin og 400 µM OA sammenlignet med 100 µM OA.  
 
For etablering av teknikk for isolering av LDer ble det funnet at nitrogen kavitasjon var en 
effektiv teknikk for lysering av celler. For isolering av LDer med høyere renhet var en 
kortvarig lavhastighets sentrifugering og ultrasentrifugering med en tetthetsgradient med 
sukrose en effektiv teknikk.  
 
Det ble observert at tilsetning av Atglistatin i Plin2
-/-
 celler førte til at det ble akkumulert nok 
LDer til at de kunne isoleres. Antallet isolerte LDer fra Plin2
-/-
 celler var færre sammenlignet 
med Plin2
+/+
 celler, en annen grunn til lavere mengde isolert LDer fra Plin2
-/-
 celler var et 
lavere antall celler på grunn ikke tilstrekkelig proliferering eller differensiering.  
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9 Vedlegg / Appendiks 
 
9.1 Medier til celledyrking  
 
9.1.1 Hams F-10/DMEM-basert vekstmedium (200 ml) 
Reagens  Volum 
Hams F-10 Glutamax nutrient mixture 100 ml 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium Glutamax (DMEM) 100 ml 
Føtal bovint serum (FBS) 40 ml 
Penicillin/Streptomycin (P/S) 2 ml 
Basic fibroblast Growth Factor (bFGF) 5 ng/ml  200µl 
Blandes godt og oppbevares i kjøleskap ved 4 °C. 
 
9.1.2 Frysemedium (4 ml) 
Reagens Volum 
Til 4 kryorør:  
Hams F-10/DMEM-basert vekstmedium 2 ml 
Dimethyl sulfoxide (DMSO) 0,208 ml 
Føtal bovint serum (FBS) 1,872 ml 
Blandes godt og oppbevares i kjøleskap ved 4 °C. 
 
9.1.3 Differensieringsmedium (200 ml) 
Reagens Volum 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium Glutamax (DMEM)  200 ml 
Hesteserum (HS) 4 ml 
Penicillin/Streptomycin (P/S)  2 ml 
Blandes godt og oppbevares i kjøleskap ved 4 °C. 
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9.2 Kvantitativt real-time RT-PCR 
 
 
9.2.1 Primer til sanntids-qPCR med SYBR Green  
Gen Forward primer Revers primer Amplikon 
m-Tbp AGCCTTCCACCTTATGCTCAG GCCGTAAGGCATCATTGGACT 90 
m-Plin1 ACCTGGAGGAAAAGATCCCG TTCGAAGGCGGGTAGAGATG 87 
m-Plin2 
(45) 
GGGCTAGACAGGATGGAGGA CACATCCTTCGCCCCAGTTA 99 
m-Plin2 
(78) 
GTGGAAGAGAAGCATCGGCT GGCGATAGCCAGAGTACGTG 82 
m-Plin3 CGAAGCTCAAGCTGCTATGG TCACCATCCCATACGTGGAAC 98 
m-Plin4 ACCAACTCACAGATGGCAGG AGGCATCTTCACTGCTGGTC 109 
m-Plin5 GGTGAAGACACCACCCTAGC CCACCACTCGATTCACCACA 115 
mCd36 AGGCATTCTCATGCCAGTCG TGTACACAGTGGTGCCTGTT 119 
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9.3 Reagenser til protein og TG måling 
 
 
9.3.1 RIPA (Radiolmmuno Precipitation Assay) Buffer (100 ml) 
Reagens Stock 
konsentrasjon 
Volum Slutt  
konsentrasjon 
Tris-HCl 1 M, pH 7.4 5 ml 50 mM 
NaCl 
Fysiologisk NaOH er  
150 mM 
5 M  3 ml 150 mM 
NP-40 25 % (i H2O) 4 ml 1 % 
Natrium deoksykolat 
(Rensemiddel) 
10 %  5 ml 0,5 % 
 
SDS 20 %  0,5 ml 0,1 % 
EDTA 
(Chelateringsmiddel; 
binder til metal ioner som 
Mg
2+
/Ca
2+
)* 
0,5 M EDTA  4 ml 2 mM 
Milli-Q H2O - 78,5 ml - 
Alle reagenser løses og oppbevares ved 4 °C for senere bruk. 
 
 
9.3.2 25x Complete stock (2 ml) 
Reagens  Volum/Mengde 
EDTA- free Complete 1 tablett 
Milli-Q H2O 2 ml 
Blandes godt og oppbevares ved fryseren -80 °C for senere bruk.  
 
 
9.3.3 1xPBS med 2x Complete (1 ml) 
Reagens  Volum/Mengde 
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS) 960 µl 
25 x Complete stock 40 µl 
Blandes og benyttes same dag.  
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9.3.4 Lyseringsbuffer med RIPA buffer og Complete (500 µl) 
Reagens  Volum/Mengde 
RIPA lyseringsbuffer 480 µl 
25 x Complete stock 20 µl 
Blandes godt og benyttes same dag. 
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9.4 Reagenser til LD-isolering  
 
9.4.1 Tricin 1 M stock (50 ml) 
Reagens Mengde/Volum 
Tricin 8,96 g 
NaOH 10 M stock  ~ pH 7,6 
Milli-Q H2O ~ 50 ml 
Blandes og mikses godt på virvelmikser. Oppbevares ved 4 °C. 
 
 
9.4.2 5x Buffer A (50 ml) 
Reagens Stock konsentrasjon Volum Slutt konsentrasjon 
Tricin 1 M, pH 7.6 6,25 ml 125 mM 
Sukrose  21,4 g 1,25 M 
Milli-Q H2O  ~50 ml  
Blandes godt og oppbevares ved 4 °C. 25x Complete stock (protease inhibitor) tilsettes 
umiddelbart før bruk.  
 
 
9.4.3 Buffer B uten sukrose (50 ml) 
Reagens Stock konsentrasjon Volum Slutt konsentrasjon 
HEPES 500 mM, pH 7.4 2 ml 20 mM 
KCl 2 M 2,5 ml 100 mM 
MgCl2 2 M 50 µl 2 mM 
Milli-Q H2O  ~50 ml  
Blandes godt og oppbevares ved 4 °C. 25x Complete stock (protease inhibitor) ble tilsatt 
umiddelbart før bruk.  
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9.4.4 Buffer B med Sukrose (50 mL) 
Reagens Stock konsentrasjon Volum Slutt 
konsentrasjon 
HEPES 500 mM, pH 7.4 2 ml 20 mM 
KCl 2 M 2,5 ml 100 mM 
MgCl2 2 M 50 µl 2 mM 
Sucrose   4 % 
MilliQ H2O  ~50 ml  
Blandes godt og oppbevares ved 4 °C. 25x Complete stock (protease inhibitor) ble tilsatt 
umiddelbart før bruk.  
 
 
9.4.5 1x PBS med 1x Complete (30 ml) 
Reagens Mengde/Volum 
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS) 30 ml 
25 x Complete stock 1,2 ml 
Blandes godt og benyttes sammen dag.  
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9.5 Medier til fiksering og farging 
 
9.5.1 Paraformaldehyd (PFA) 4 % løsning (500 ml) 
 
Reagens Mengde/Volum 
PFA 21 g for 95 % 
NaOH 2M stock 1 dråpe 
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline  
(PBS) 10x stock 
50 ml 
HCl ~ pH = 7.2 
H2O ~ 500 ml 
Varmt 350 ml dH2O til 60 °C i avtrekksskap, tilsettes forsiktig til PFA inntil 4 %. NaOH 
tilsettes med pasteur pipette (unngå partikler). Løsningen fjernes fra varmen, PBS tilsettes. 
pH justeres med HCl og dH2O tilsettes til sluttvolum 500 ml. Løsningen filtreres og avkjøles 
til romtemperatur eller til 4 °C på is. Lagres ved -20 °C. 
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9.6 Protokoll for isolering av lipiddråper fra dyrkede 
celler 
 
Generell informasjon: 
 Denne protokollen beskriver prosedyrer for å høste celler, celleoppbrytning ved hjelp 
av nitrogentrykkammer og isolasjon av lipiddråper ved hjelp av ultrasentrifugering. 
 Isolerte lipiddråper kan brukes videre for lipiddråpe analyse, som TLC til å detektere 
lipid komponenter, eller bruk til Western analyse til å detektere lipiddråpe proteiner. 
 
Prosedyre:  
 
Høste celler 
Høstearbeidet skal foregå på is.  
 
1. Så ut og stimulere celler i petriskåler (100x20 mm). 
Antallet petriskåler vil avhenge av celler kapasitet til å lagre lipider, og deres evne til 
å frigi dem under cellelysering. Antall petriskåler som kreves vil være 5-10 
petriskåler.  
2. Fjern gammelt medium. Vask hver petriskål to ganger med 10 ml kaldt PBS.  
3. Vask med 1,5-2 ml 1xPBS med 1x Complete.  
4. Fjern all væske ved å legge skålene på skrå 10-20 sekunder. 
5. Skrap av celler med en celleskraper, samle alle celler og overfør til 1 ml Eppendorfrør. 
6. Løs cellepellet med et lite volum buffer A (totalvolum 1 ml) for hver Eppendorfrør.  
7. Oppbevar cellepellen i -80 °C (Lipiddråper inntakt inntil cellene er fryst). 
 
Celleoppbrytning og sentrifugering 
 
8. Tin prøvene på is.  
9. Tilsett 1 ml cellesuspensjon til 15 ml sentrifugerør. 
10. Tilsett 1 ml buffer A til hver prøve (totalvolum 2 ml). 
(Mikroskop: Ta ut 50 µl prøveløsning til et Eppendorfrør) 
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11. Overfør cellesuspensjonen til N2-celleoppbrytning kammer (pre-kaldt i 4 °C eller på 
is), fyll med N2 gass 500 psi for 20 minutter. Slipp lipiddråpesuspensjonen dråpevis til 
15 ml sentrifugerør. (Viktig! N2-celleoppbrytning kammer kan har et volum på 
mellom 1,5-2,5 ml) 
(Mikroskop: Ta ut 50 µl prøveløsning til et Eppendorfrør) 
12. Sentrifuge ved lavhastighet 3,000g i 10 minutter ved 4 °C, for å fjerne kjerner og 
ubrutte celler.  
(Mikroskop: Ta ut 50 µl supernatant prøve til et Eppendorfrør, løs cellepellet med 
500 µl buffer A) 
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Tetthetsgradient ultrasentrifugering 
 
1. Til å lage prøve for det nederste lag, forsiktig bland prøve med reagenser vist i (Tabell 
14) for å generere en 8,6 % sukrose prøve.   
 
Tabell 14: Eksempel på volum av lag I prøve  
 
Reagens Volum 
Prøve 1 ml 
5x buffer A (125 mM Tricin) 400 µl 
25x Complete proteaseinhibitor 80 µl 
50 % sukrose 344 µl (8,6 % sukrose) 
H2O 176 µl 
Total 2 ml 
 
Alle løsninger skal være kaldt (satt på is) 
2. Bruk SW 60 Ti rotor med Beckman sentrifugerør (11x60mm). 
3. Overfør prøve til bunnen av sentrifugerøret (på is). 
4. Tilsett forsiktig lag II buffer B med sukrose (4 % sukrose i 20 mM HEPES, innehold 
proteaseinhibitor) 
5. Tilsett forsiktig lag III buffer B uten sukrose (20 mM HEPES innehold 
proteaseinhibitor) 
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Foreslått volum på ultrasentrifugerør:  
 
Beckman    
Ultrasentrifugerør størrelse 5 ml 5 ml 5 ml 
Lag III ~ 1 ml ~ 1 ml ~ 1 ml 
Lag II 1,7 ml 2,2 ml 1,2 ml 
Prøve (Lag I) 2 ml 1,5 ml 2,5 ml 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Celleprøve (8,6 % sukrose i 125 mM Tricin) 
4 % sukrose (20 mM HEPES med protease inhibitor) 
20 mM HEPES med protease inhibitor 
 117 
Ultrasentrifugering og samling av fraksjoner 
 
1. Balanser ultrasentrifugeringsrørene nøyaktig. Sentrifuger ved 300,000xg i 1time og 
10 minutter ved 4 °C. Følg fremgangsmåten for å kjøre sentrifuge.  
2. Samle den melkeaktige sjikt på toppen av sentrifugerøret til et Eppendorfrør (bruk en 
200 µl pipette med stor åpning). 
(Mikroskop: Ta ut 50 µl prøve fra lipiddråpeløsningen til et Eppendorfrør, 50 µl fra 
medium i ultrasentrifugerør til et Eppendorfrør og 50 µl fra pellet løst med medium) 
3. Sentrifuge lipiddråpeprøve ved 20,000xg i 4 minutter (Lipiddråper vil flyte til toppen) 
4. Løsningen underliggende lipiddråper fjernes forsiktig ved bruk av en 1 ml sprøyte 
med en nål nr.18.  
(Mikroskop: Ta ut 50 µl prøve fra lipiddråpeløsningen til et Eppendorfrør, og 50 µl 
fra medium til et Eppendorfrør) 
5. Rens lipiddråpeprøve med buffer B (HEPES innehold proteaseinhibitor) ved å løse 
forsiktig lipiddråpeprøve i 200 µl buffer B, gjenta trinn 3-4.  
(Mikroskop: Ta ut 50 µl prøve fra lipiddråpeløsningen til et Eppendorfrør, og 50 µl 
fra medium til et Eppendorfrør) 
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Merking av lipiddråper med Bodipy  
1. Fortynn BODIPY 495/503 (1 mM) i PBS 1:1000, som resulterer til stock 1 µM. 
Kan bruke ytterligere fortynning, 1:10 000 ned til 1 nM. Kan være optimalisert 
2. Overfør 25 µl cellesuspensjon til et Eppendorfrør, tilsett 10 µl fortynnet bodipy med 
PBS.  
3. Sett hele cellesuspensjonen til en petriskål med glassbunn. Dekk brønnen med 
dekkglass. Ta bilde av lipiddråper ved hjelp av fluorescens mikroskop (AxioVision 
software)  
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Løsninger 
 
5x Buffer A (50 ml) 
 
Reagens Stock konsentrasjon Volum Slutt konsentrasjon 
Tricin 1 M, pH 7.6 6,25 ml 125 mM 
MilliQ H2O  ~50 ml  
Oppbevar ved 4 °C. Tilsett 25x Complete protease inhibitor umiddelbart før bruk.  
 
Tricin 1 M (50 ml) 
M = C * V * Mm = 1 M * 0,050 L * 179,17 g/mol = 8,96 g  
Tilsett ca. 40 ml Milli-Q vann. Juster pH til 7,6 med NaOH (~1 ml 10 M NaOH).  
Fyll opp med Milli-Q H2O til 50 ml.  
 
Buffer B (50 ml) 
 
Reagens Stock konsentrasjon Volum Slutt konsentrasjon 
HEPES 500 mM, pH 7.4 2 ml 20 mM 
KCl 2 M 2,5 ml 100 mM 
MgCl2 2 M 50 µl 2 mM 
Milli-Q H2O  ~50 ml  
Oppbevar ved 4 °C. Tilsett 25x Complete protease inhibitor umiddelbart før bruk.  
 
HEPES 500 mM (50 ml) 
M = C * V * Mm = 0.5 M  0.05 L  238.30 g/mol = 5,95 g 
Tilsett ca. 40 ml Milli-Q vann. Juster pH til 7,4 med NaOH (10 M NaOH).  
Fyll opp med Milli-Q H2O til 50 ml.  
MgCl2 2 M (50 ml) 
M = C * V * Mm = 2 M  0.05 L  203.3 g/mol = 20.3 g 
Fyll opp med Milli-Q H2O til 50 ml.   
KCl 2 mM (50 ml) 
M = C * V * Mm = 2 M  0.05 L  74.5. g/mol = 7.45 g 
Fyll opp med Milli-Q H2O til 50 ml.   
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50 % sukrose (50 ml) 
M = 25 g sukrose, fyll opp med Milli-Q H2O til 50 ml.   
 
25 x protease inhibitor 
Til å lage 25x Complete protease inhibitor, fortynn over 1:25.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
